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Il fenomeno dell’angiogenesi, inteso come formazione di neovasi da una rete vascolare 
preesistente, rappresenta un evento fondamentale nella cancerogenesi, necessario per fornire 
al tumore il supporto indispensabile per la sua crescita e progressione. In ragione di ciò, 
l’angiogenesi costituisce un target farmacologico nella terapia anti-neoplastica. 
Lo sviluppo e la successiva introduzione nella pratica clinica di agenti ad azione anti-
angiogenica hanno rivoluzionato la terapia di molte neoplasie solide, tra cui il carcinoma 
colorettale (Colorectal cancer, CRC). Ad oggi, l’unico farmaco anti-angiogenico registrato 
per il trattamento in prima e seconda linea di questa neoplasia in stadio metastatico, in 
associazione a chemioterapia a base di fluoropirimidine, è bevacizumab. Si tratta di un 
anticorpo monoclonale ricombinante umanizzato diretto contro Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF), principale mediatore ad azione pro-angiogenica.  
Studi clinici di fase III hanno dimostrato che l’associazione di bevacizumab a 
chemioterapici convenzionali, in prima linea di trattamento, migliora significativamente 
l’outcome di pazienti affetti da carcinoma colorettale metastatico (metastatic Colorectal 
cancer, mCRC), rispetto alla sola chemioterapia.  
Attualmente, i pazienti da sottoporre a trattamento con bevacizumab sono selezionati 
esclusivamente in base a criteri clinici, legati alle tossicità del farmaco. Questo dato, assieme 
al fatto che appare evidente che non tutti i pazienti beneficiano del trattamento con l’anti-
VEGF o comunque non in eguale misura, rende necessaria l’identificazione di biomarcatori 
predittivi di efficacia di bevacizumab. È ipotizzabile che, in questo modo, il beneficio 
derivato dall’anti-angiogenico possa essere ottimizzato da una più accurata selezione dei 
pazienti, consentendo, allo stesso tempo, un risparmio sulle tossicità e sui costi legati al 
trattamento. 
Recenti studi hanno suggerito un potenziale ruolo prognostico e/o predittivo di beneficio da 
bevacizumab di alcuni polimorfismi germinali di geni appartenenti al pathway di 
VEGF/VEGF Receptor (VEGFR). Specifiche varianti alleliche di questi geni sono in grado 
di modularne l’espressione e verosimilmente condizionare, in modo indiretto, la risposta 
all’anti-VEGF. Esperienze condotte nell’ambito di diverse neoplasie in fase metastatica, 
compreso il CRC, hanno investigato il ruolo predittivo e prognostico di alcuni polimorfismi 
a singolo nucleotide (Single nucleotide Polymorphisms, SNPs) di VEGF e VEGFR su DNA 
genomico in pazienti trattati con bevacizumab. I risultati emersi, nel complesso piuttosto 
eterogenei, devono considerarsi non conclusivi e, quindi, non applicabili alla pratica clinica. 
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Si tratta, infatti, di indagini condotte in modo retrospettivo e spesso carenti di un confronto 
con un gruppo di pazienti non trattati con bevacizumab. Inoltre, deve considerarsi che 
l’effetto di specifiche varianti geniche può essere variabile in patologie differenti, così come 
in relazione al trattamento chemioterapico somministrato insieme all’anti-VEGF. 
Il nostro gruppo ha condotto uno studio esplorativo retrospettivo che ha mostrato un’ 
associazione tra il genotipo T/T del polimorfismo VEGF rs833061 ed un peggior outcome in 
pazienti con mCRC trattati in prima linea con FOLFIRI e bevacizumab.  
La natura esplorativa ed il disegno retrospettivo di questo studio, assieme all’assenza di 
randomizzazione nel confronto tra i pazienti trattati e non con bevacizumab, implicano la 
necessità di una conferma prospettica dei risultati. 
È stato quindi condotto uno studio di tipo prospettico che aveva come obiettivo primario 
quello di valutare il ruolo predittivo di efficacia di bevacizumab del polimorfismo VEGF 
rs833061 C/T, in una popolazione di pazienti con mCRC in trattamento di prima linea con 
FOLFIRI e bevacizumab. In considerazione del rapido accrual e dei promettenti risultati 
presentati all’ultimo congresso europeo su altri SNPs del pathway di VEGF/VEGFR, 
abbiamo deciso di includere un’ analisi confermatoria anche dei seguenti polimorfismi: 
VEGF rs699946 A/G e rs699947 A/C, VEGFR-1 rs9582036 A/C e rs7993418 A/G, VEGFR-
2 rs11133360 C/T, rs12505758 C/T e rs2305948 C/T, EPAS-1 rs4145836 A/G.  
Le analisi sono state eseguite presso i laboratori del Dipartimento di Oncologia Medica 
diretto dal Prof. HJ. Lenz del Norris Comprehensive Cancer Center/University of Southern 
California di Los Angeles. 
Sono stati arruolati 424 pazienti e ad un follow-up mediano di 24 mesi, la PFS mediana è 
risultata di 10.5 mesi. All’analisi univariata, nessuna differenza in termini di PFS è stata 
osservata tra le varianti alleliche del polimorfismo di VEGF rs833061 C/T (p=0.38). Per 
quanto concerne gli atri SNPs analizzati, solo i pazienti portatori di almeno un allele C 
(N=118) del polimorfismo VEGFR-2 rs12505758 hanno presentato una PFS più breve 
rispetto a quelli con genotipo TT (N=306) (HR=1.40, 95% CI 1.07-1.84, p=0.015). Questa 
associazione resta significativa anche all’analisi multivariata (HR=1.402, 95% CI 1.079-
1.822, p=0.012), ma viene persa applicando la correzione per test multipli. 
Non confermando prospetticamente una correlazione statistica significativa tra le varianti 
alleliche di VEGF rs833061 C/T e la PFS, questo dato decreta il fallimento del polimorfismo 
come fattore predittivo di efficacia da bevacizumab. Considerando che anche i dati 
retrospettivi sugli altri SNPs non sono stati confermati, fatta eccezione per il VEGFR-2 
rs12505758 che sembrerebbe avere un ruolo prognostico piuttosto che predittivo, possiamo 
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concludere che i futuri studi sui biomarcatori predittivi di beneficio da bevacizumab 









Il tumore del colon-retto (Colorectal Cancer, CRC) è una delle neoplasie più significative da 
un punto di vista epidemiologico. Con un’incidenza che sfiora più di 1.2 milioni di nuovi 
casi all’anno ed una mortalità di circa 600.000 decessi annui, su scala mondiale, il CRC 
risulta essere la terza neoplasia più frequentemente diagnosticata nel sesso maschile e la 
seconda nel sesso femminile e la quarta più comune causa di morte per tumore.1 
Tra tutte le neoplasie, il CRC si colloca al terzo posto per incidenza sia nel sesso maschile 
sia in quello femminile negli Stati Uniti,2 mentre in Europa risulta essere al terzo posto nel 
sesso maschile e secondo in quello femminile, costituendo l’8% di tutte le diagnosi di 
neoplasia maligna in età adulta, con circa 300.000 nuovi casi e 140.000 decessi 
complessivi.3   
A livello mondiale, esiste una notevole differenza nell’incidenza di questa neoplasia, 
essendo 2 volte superiore nei paesi industrializzati (Australia, Europa occidentale, America 
settentrionale e Giappone), dove si calcolano in media quasi 400.000 nuovi casi, rispetto ai 
paesi in via di sviluppo.1 Questa ampia variabilità è da correlare, non solo alle diverse 
potenzialità di screening e diagnosi nei vari contesti socioeconomici, ma anche ai fattori 
ambientali, quali le abitudini alimentari e lo stile di vita delle differenti culture, come 
testimoniato dall’evidenza che popolazioni migranti acquisiscono, nell’arco di una 
generazione, il rischio del paese di nuova residenza. 
La tendenza dell’incidenza del CRC, a partire dagli anni ’50, suggerisce un graduale 
aumento nelle regioni considerate a basso rischio (Asia, Africa ed America del Sud), a 
fronte di una stabilizzazione o riduzione in quelle ad alto rischio (Europa, America del Nord 
ed Australia).4,5 Mentre la mortalità presenta un trend in decremento nei Paesi occidentali, in 
relazione all’ampliamento delle possibilità terapeutiche ed al successo dello screening come 
strumento per la diagnosi precoce, si assiste ad un continuo aumento del tasso di decessi per 
CRC nelle regioni in cui le risorse per la spesa sanitaria sono limitate, tra cui l’America 
centrale e meridionale e l’Europa dell’Est.5,6  
Per quanto riguarda l’Italia, si è registrato un trend in aumento dell’incidenza della malattia 
da 16.000 casi nel 1970 a oltre 37.000 nel 2004, da riferire al sensibile miglioramento 
dell’accuratezza e della sensibilità delle tecniche diagnostiche e all’aumento percentuale 
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della popolazione anziana, secondario ad una più ampia aspettativa di vita. Il CRC presenta, 
infatti, un’incidenza maggiore nelle fasce di popolazione di età più avanzata, con un’età 
mediana di insorgenza di circa 70 anni.7 Nello specifico, per quanto concerne il tumore del 
colon, si osserva un’incidenza che va da 2 casi per 100.000/anno nei soggetti al di sotto dei 
45 anni a 200 per 100.000/anno negli ultrasettantacinquenni, mentre per il tumore del retto 
questo incremento d’incidenza nelle medesime fasce d’età va da 1.3 a 107 per 100.000/anno. 
Anche nella distribuzione tra i due sessi sarebbe opportuno suddividere il tumore del colon 
da quello del retto. Infatti, il primo ha un’incidenza simile nei due sessi, mentre il secondo 
risulta più frequente negli uomini rispetto alle donne, con un rapporto M:F=1.5:1. Esiste una 
variabilità anche nella distribuzione geografica del CRC nel nostro Paese, che riconosce 
nelle regioni meridionali ed insulari zone con tassi d’incidenza minori, rispetto a quelle del 
Nord e del Centro.  
Ad oggi, escludendo le forme familiari con componente ereditaria, nei paesi a maggiore 
rischio, si stima che la probabilità di ammalarsi di tumore del colon-retto nel corso della vita 
sia del 4.5% per l’uomo e del 3.2% per la donna.3 
Quanto alla localizzazione, nella maggior parte dei casi la malattia insorge nel colon 
terminale e nel retto (55% dei casi a livello di retto e sigma), nel 25% dei casi nel ceco e 
colon ascendente, nell’11% nel colon trasverso e flessura splenica e nel 9% nel colon 
discendente. Alla differente sede della neoplasia corrispondono sensibili differenze nel 
quadro clinico di presentazione della malattia e scelte terapeutiche e valutazioni 
prognostiche estremamente eterogenee. 
Se da un lato si osserva un aumento dell’incidenza, dall’altro emerge una tendenza in 
riduzione della mortalità. Questa evidenza correla con l’aumento del numero delle diagnosi 
precoci, grazie alla diffusione di efficaci tecniche di screening ed all’ampliamento delle 
risorse terapeutiche. Da ciò è derivato, negli ultimi anni, un aumento della sopravvivenza a 5 
anni della malattia del 9% per il carcinoma del colon e del 7% per il carcinoma del retto, con 
una sopravvivenza globale a 5 anni prossima al 60%. Come conseguenza dell’aumento della 
sopravvivenza a 5 anni e quindi della durata della malattia, anche la prevalenza della stessa è 





1.2 EZIOLOGIA E FATTORI DI RISCHIO 
 
Fattori ambientali 
La notevole variabilità in termini di incidenza che si riscontra tra aree geografiche ed etnie, 
gli studi di migrazione e le diversità negli indici epidemiologici tra i vari Paesi hanno fatto 
supporre che, oltre un quadro di suscettibilità genetica propria di ciascun individuo, siano 
determinanti nello sviluppo del CRC anche fattori ambientali. Numerosi studi hanno 
confermato l’importanza dello stile di vita, in particolare di dieta, sedentarietà, obesità e 
fumo di sigaretta. 
La qualità e quantità dell’alimentazione sembrano svolgere un ruolo rilevante nello sviluppo 
della neoplasia del colon-retto,8 tanto che è stato stimato che circa il 70% dei casi di CRC 
potrebbe essere prevenuto da un oculato intervento dietetico, in ragione dell’identificazione 
di componenti alimentari promuoventi e protettivi. 
Numerosi studi prospettici hanno dimostrato una stretta associazione tra il consumo di 
elevate quantità di carni rosse ed il rischio di insorgenza della neoplasia colorettale. Questo 
sarebbe da riferire, verosimilmente, all’effetto citotossico e promuovente la proliferazione 
cellulare della mucosa esercitato dall’eme di origine dietetica ed, inoltre, alla cottura ad alte 
temperature e per lungo termine che determina la formazione di amine aromatiche 
eterocicliche, coinvolte nella carcinogenesi. Oltre a ciò, l’assunzione di elevate quantità di 
colesterolo e di grassi di origine animale aumenta la sintesi di acidi biliari, che a loro volta 
possono essere convertiti in sostanze potenzialmente cancerogene dai batteri intestinali.9 
Diete contenenti elevate quantità di grassi e proteine e con una modesta componente di 
carboidrati non raffinati sono analogamente associate ad un aumentato rischio neoplastico, 
come dimostrato dal maggiore sviluppo di foci displastici nella mucosa colica di ratti 
sottoposti a regimi dietetici ad elevato potenziale energetico.10 Il potenziale anti-
cancerogeno di una dieta ricca in frutta e verdura  sarebbe da attribuire a molteplici fattori: il 
potere anti-ossidante di alcune vitamine in esse contenute capaci di rimuovere le specie 
reattive dell’ossigeno; gli effetti benefici derivati dalle fibre vegetali, capaci di interferire 
con il processo di cancerogenesi tramite il legame agli acidi biliari, inibire la formazione di 
nitrosamine, incrementare il contenuto acquoso e la massa fecale con diluizione dei 
cancerogeni e riduzione del loro tempo di contatto della mucosa colica, attraverso 
accelerazione del transito intestinale.11,12  
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È stata dimostrata una significativa correlazione tra l’Indice di Massa Corporea (Body Mass 
Index, BMI) e il rischio di sviluppare CRC. Secondo una metanalisi condotta su 31 studi e 
comprendente un totale di quasi 70.000 casi di CRC, il rischio relativo di sviluppare la 
neoplasia è di 1,19 (95% CI 1.10-1.29) nel gruppo di soggetti con BMI >30 Kg/m2 rispetto 
ai soggetti normopeso (BMI <25 Kg/m2), con un rischio che aumenta in modo direttamente 
proporzionale all’incrementare del peso e della circonferenza corporea.13 È stato ipotizzato 
che il meccanismo patogenetico mediante cui agisca l’obesità risieda presumibilmente nel 
fenomeno dell’insulino-resistenza, cardine etiologico della cosiddetta “sindrome 
metabolica”, e nella conseguente elevazione dei livelli circolanti di insulina, trigliceridi ed 
acidi grassi, coinvolti a lungo termine nella promozione neoplastica.14  
Oltre all’alimentazione, con i suoi effetti locali e sistemici, tra i fattori di rischio occorre 
ricordare l’abitudine al fumo, il cui ruolo nella carcinogenesi è strettamente dipendente 
dall’entità dell’esposizione, come testimoniato dall’osservazione che al di sopra di 20 
packs/year aumenta il rischio di insorgenza di polipi adenomatosi, mentre oltre 30 
packs/year incrementa il rischio di carcinoma.15  
Altro fattore che predispone alla degenerazione neoplastica a livello intestinale è 
rappresentato dalle malattie infiammatorie croniche;16,17 tra quelle che colpiscono il colon, 
solo la rettocolite ulcerosa sembra legata ad un rischio maggiore di sviluppare il CRC, in 
misura dipendente dall’estensione della malattia. Questo dato è emerso da una metanalisi in 
cui è stata dimostrata una prevalenza di CRC del 3.7% tra i pazienti affetti da rettocolite 
ulcerosa, che sale al 5.4% per coloro con un più esteso coinvolgimento intestinale 
(pancolite).18 Oltre a ciò, sono soggetti ad un rischio maggiore coloro che si ammalano in 
giovane età, che presentano interessamento dell’ileo terminale, che sviluppano, insieme alla 
rettocolite ulcerosa, la colangite sclerosante primitiva e che mostrano all’esame istologico 
un severo grado di flogosi in presenza di aree displastiche.19 Al contrario, non risulta esserci 
correlazione statistica significativa tra Morbo di Crohn ed aumentato rischio tumorale a 
livello colorettale, nonostante l’aumentata prevalenza di adenocarcinomi del piccolo 
intestino.19 La significatività statistica potrebbe, tuttavia, essere raggiunta considerando i 
pazienti con una storia di malattia più lunga ed un interessamento più esteso del tratto 
gastroenterico. In queste circostanze, strategie chemiopreventive, fondate sulla 
combinazione di acido acetilsalicilico, acido ursodesossicolico, folati ed eventualmente 
statine, devono necessariamente associarsi ad un attento monitoraggio endoscopico, al fine 
di operare una stretta sorveglianza sullo sviluppo di lesioni displastiche.  
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Il contributo del processo flogistico alla cancerogenesi è, d’altra parte, confermato 
dall’osservazione che elevati livelli plasmatici di Proteina C Reattiva si associano ad un 
aumentato rischio di CRC20 e che l’uso di acido acetilsalicilico riduce il rischio di recidiva di 
adenomi in pazienti con pregressi carcinomi o adenomi colorettali. In particolare, è stato 
ipotizzato che il meccanismo di tale chemioprevenzione potrebbe essere mediato 
dall’inibizione dell’enzima Ciclossigenasi-2 (COX-2), ampiamente espresso nell’epitelio 
neoplastico e probabilmente coinvolto nella regolazione dell’angiogenesi e dell’apoptosi.21 
Nonostante sia stata sospettata, inoltre, la correlazione tra irradiazione pelvica a scopo 
terapeutico e secondario sviluppo di CRC, i dati presenti in letteratura rimangono 
controversi. Uno studio prospettico, condotto su 264 pazienti trattati con radioterapia esterna 
per carcinoma prostatico, ha evidenziato un effettivo incremento del rischio di sviluppare 
tumori colici, ma non rettali, rispetto alla popolazione generale.22  È tuttavia ipotizzabile ed 
auspicabile che, qualunque sia il contributo di questo fattore, il rischio vada riducendosi 
grazie all’adozione sempre più ampia di tecniche conformazionali di irradiazione pelvica. 
 
Fattori genetici 
Nelle successive tappe di iniziazione, sviluppo e progressione neoplastica, cooperano, 
accanto a quelli ambientali, i fattori genetici, sia nelle forme sporadiche, sia in quelle 
familiari ed ereditarie.  
La maggior parte dei casi sporadici (circa 70-80%) presenta instabilità cromosomica, 
squilibrio allelico a livello di molti loci (tra cui 5q, 8p, 17p e 18q), amplificazioni e 
traslocazioni cromosomiche, che nell’insieme contribuiscono all’aneuplodia del tumore.23-26  
Si pensa che, nel restante 20-30% dei casi, il CRC possa insorgere in soggetti che presentano 
una predisposizione ereditaria a questo tipo di neoplasia. Alla base di questa maggiore 
suscettibilità genetica sembra essere una varietà di genotipi a bassa penetranza, caratterizzati 
da mutazioni frame-shift e sostituzioni di basi localizzate specialmente a livello di brevi 
sequenze nucleotidiche ripetute in tandem (microsatelliti), che determinano instabilità 
genomica e, quindi, l’insorgenza di ulteriori mutazioni,27,28 e numerosi polimorfismi che si 
localizzano nella sequenza di geni codificanti prodotti che partecipano a processi chiave 
dell’omeostasi cellulare.29 Nel primo caso, il meccanismo genetico che contribuisce alla 
cancerogenesi è rappresentato dal silenziamento epigenetico, attraverso alterazione del 
pattern di metilazione di specifiche sequenze nucleotidiche, di geni coinvolti nella 
riparazione di errori di replicazione del DNA (Mismatch Repair genes, MMR genes), che ne 
determinano mutazione o perdita funzionale.30,31 Nel secondo caso, lo sviluppo del fenotipo 
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neoplastico è favorito dall’alterazione del metabolismo di vari composti cancerogeni, tra cui 
amine eterocicliche ed idrocarburi policiclici aromatici (ad esempio: glutatione-S-
transferasi, citocromi P450 e N-acetiltransferasi), o da varianti di geni che direttamente 
influiscono sul processo carcinogenico attraverso la loro attività di oncogeni (ad esempio: 
HRAS1) o di oncosoppressori (ad esempio: p53).  
I suddetti profili genetici, in combinazione al differente grado di esposizione di ciascun 
individuo ai diversi fattori ambientali, contribuirebbero a spiegare la variabilità 
interindividuale nella suscettibilità genetica nello sviluppo di tumori del colon-retto.  
Inoltre, sono comuni clusters familiari di CRC anche in assenza di una definibile 
predisposizione genetica. Due metanalisi di studi osservazionali hanno dimostrato un rischio 
relativo di 2.25 in individui con un solo parente di primo grado affetto da tumore del colon-
retto, a fronte di un rischio relativo di 4-4.25 in coloro con più di un parente di primo grado 
affetto da CRC o con un familiare che sviluppa la neoplasia prima di 45 anni,32,33 rispetto 
alla popolazione generale. Il rischio è leggermente maggiore per il tumore del colon rispetto 
a quello del retto. 
Oltre ciò, sono note sindromi familiari caratterizzate da un background genetico, in cui 
mutazioni a carico di geni ad alta penetranza sono responsabili di un aumento drammatico 
del rischio di sviluppo di CRC.34 Nonostante ciò, la proporzione di CRC attribuibile a queste 
sindromi è ridotta, probabilmente meno del 10% del totale, a causa della rarità delle stesse. 
Queste sindromi familiari sono distinte in due gruppi, in base alla presenza o assenza di 
poliposi intestinale. Al primo gruppo appartengono la Poliposi Adenomatosa Familiare 
(Familial Adenomatous Polyposis, FAP) e le sue varianti, quali la sindrome di Gardner, la 
sindrome di Turcot e la FAP attenuata.35 Al secondo gruppo appartiene la sindrome di 
Lynch o sindrome del carcinoma colorettale ereditario non associato a poliposi (Hereditary 
Non Polyposis Colorectal Cancer, HNPCC).36 Lo studio di queste forme ha consentito di 
chiarire le alterazioni genetiche alla base dei meccanismi di carcinogenesi, anche per quanto 
riguarda le forme neoplastiche sporadiche.  
Tra le sindromi poliposiche, la forma principale è la Poliposi Adenomatosa Familiare.35 Essa 
è responsabile dell’1% di tutti i casi di CRC, ha un’incidenza di 1 su 8.000-10.000 nati e si 
trasmette con ereditarietà autosomica dominante. La FAP è provocata da mutazioni del gene 
Adenomatous Polyposis Coli (APC), localizzato in 5q21, che determinano, in ultima analisi, 
l’iperespressione dell’oncogene β-catenina e, quindi, indirettamente, uno stimolo alla 
proliferazione cellulare.37 Nella forma classica, la FAP si presenta con numerose (almeno 
100) formazioni polipose, rappresentate in maggior misura da adenomi tubulari, che 
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tappezzano la superficie mucosa intestinale. Nel quadro sindromico, si possono riscontrare 
anche manifestazioni extracoliche, da ricercare e sorvegliare nel tempo, tra cui adenomi in 
altri segmenti del tratto gastroenterico, tumori desmoidi (tipologie di fibromi che insorgono 
spesso in questi pazienti nel mesentere intestinale, nel retroperitoneo o a livello di cicatrici 
chirurgiche, con tendenza ad infiltrare le strutture adiacenti, pur non dando localizzazioni a 
distanza), caratteristiche “macchie” di iperpigmentazione retinica, osteomi del cranio, della 
mandibola e delle ossa lunghe, alterazioni dentarie eterogenee, neoplasie maligne del fegato 
(epatoblastoma in 1/150 portatori di mutazione di APC), dell’albero biliare, del pancreas e 
dell’encefalo.  Il tratto fenotipico non è presente alla nascita; le centinaia o migliaia di polipi 
si sviluppano generalmente a partire dalla seconda decade di vita. Se non asportate, le 
formazioni polipoidi hanno elevato potenziale evolutivo carcinomatoso, prossimo al 100%, 
già a partire dalla giovane età, con maggiore incidenza tra terza e quarta decade di vita.38 
Pertanto, l’atto di prevenzione secondaria più efficace è l’intervento di colectomia totale con 
ileo-retto anastomosi, quando vi sia un modesto interessamento rettale da parte della 
poliposi; qualora, invece, il numero di polipi a livello del retto sia molto elevato, è 
preferibile eseguire una proctocolectomia totale e successiva anastomosi ileo-anale con 
confezionamento di reservoir.39,40 Sono, inoltre, necessari lo screening ed un’attenta 
osservazione dei membri della famiglia di ciascun paziente, per porre diagnosi precoce della 
malattia.  
In presenza di numerose manifestazioni extracoliche, specie osteomi, molti autori 
preferiscono definire la malattia come sindrome di Gardner.41 L’associazione di poliposi 
adenomatosa e sviluppo di medulloblastoma denota il quadro della sindrome di Turcot.42 Tra 
le varianti della FAP, esiste anche una forma più sfumata, definita appunto Poliposi 
Adenomatosa Familiare Attenuata (Attenuated Familial Adenomatous Polyposis, AFAP),43 
dovuta a specifiche mutazioni del gene APC,44 che si caratterizza per la tendenza allo 
sviluppo di un minor numero di polipi (circa trenta), la maggior parte dei quali localizzati a 
livello del colon prossimale. In questi soggetti, la possibilità di sviluppare un carcinoma del 
colon-retto nell’arco della vita è del 50% e generalmente l’insorgenza della neoplasia 
avviene più tardivamente rispetto alla FAP classica (50-60 anni).45 
La forma più frequente di sindrome non poliposica è il carcinoma colorettale ereditario non 
associato a poliposi (HNPCC) o sindrome di Lynch,46 responsabile di circa il 2-3% di tutti i 
casi di CRC. Si tratta di una malattia a trasmissione autosomica dominante, la cui diagnosi è 
posta sulla base dei criteri di Amsterdam I e II:47  
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• una diagnosi individuale di CRC (o di tumori extracolici associati alla sindrome di 
Lynch), prima dei 50 anni d’età; 
• 3 o più parenti affetti, di cui uno di primo grado rispetto agli altri due; 
• il tumore interessa due generazioni successive; 
• il tumore deve essere confermato dall’esame istologico; 
• la FAP deve essere esclusa.  
Esistono due varianti della sindrome. Nella variante di tipo I si assiste, esclusivamente, allo 
sviluppo di carcinomi colorettali, con prevalente localizzazione a livello del colon 
prossimale; si ha inoltre un’elevata percentuale di casi in cui si sviluppano concomitanti 
secondi tumori primitivi a livello colico. La variante di tipo II, invece, si differenzia dalla 
precedente per la frequente associazione con altre neoplasie extracoliche, tra cui il 
carcinoma dell’endometrio, tumori del tratto urinario e del sistema biliare.48   
Il difetto genico alla base di questa patologia è a carico di geni implicati nella riparazione 
del DNA, noti come geni del mismatch repair (MMR genes), i quali codificano per enzimi 
capaci di riparare gli errori di appaiamento di basi che possono verificarsi nel corso della 
replicazione del DNA.49 In particolare, mutazioni dei geni hMLH-1 (localizzato nella 
regione cromosomica 3p) e hMSH-2 (localizzato nella regione cromosomica 2p) 
comprendono circa il 60% dei casi di HNPCC, mentre meno frequentemente sono coinvolti i 
geni hPMS1 (localizzato nella regione cromosomica 2q), hPMS2 (localizzato nella regione 
cromosomica 7p) ed altri geni, appartenenti alla stessa famiglia, ma non ancora identificati. 
Come conseguenza di queste alterazioni geniche deriva una maggiore instabilità genomica 
che costituisce una condizione fortemente predisponente l’insorgenza di ulteriori mutazioni 
e la cancerogenesi. Una spia di questa particolare tendenza all’instabilità genomica ed indice 
della presenza di mutazione dei geni MMR è rappresentata dalla cosiddetta “instabilità dei 
microsatelliti” (Micro-Satellite Instability, MSI), ovvero la presenza di alterazioni in alcune 
sequenze di DNA dette “microsatelliti”, formate dalla ripetizione fino a 50.000-100.000 
volte di mono-, di-, tri- o tetra-nucleotidi, uniformemente distribuite nel genoma.  
Tra le forme ereditarie meno comuni, devono essere annoverate la sindrome di Peutz-
Jeghers e la poliposi giovanile.50, 51 La prima, a trasmissione autosomica dominante, è 
dovuta a mutazione del gene STK11 (LKB1), localizzato sul cromosoma 19 e codificante per 
una serina-treonina chinasi. Questa patologia si caratterizza per la presenza di pochi polipi 
amartomatosi di grandi dimensioni, localizzati nel colon e nel piccolo intestino, che si 
manifestano con sanguinamento ed ostruzione al transito e si associano ad un incremento del 
rischio di cancro. Caratteristico elemento del quadro sindromico è la presenza di macchie 
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pigmentate muco-cutanee, solitamente localizzate a livello di mani, mucosa orale, regione 
periorale e periorbitale. I polipi amartomatosi possono essere presenti anche nelle vie biliari, 
urinarie e respiratorie, con rischio di sviluppare neoplasie anche in questi distretti. La 
seconda, molto simile alla precedente, ma senza la caratteristiche manifestazioni 
extracoliche, si caratterizza per lo sviluppo di numerose lesioni amartomatose dell’epitelio 
mucoso e della lamina propria, specie a livello colico. Queste formazioni non hanno di per 
sé potenziale maligno, tuttavia in questa sindrome sono presenti in gran numero, 
comportando un maggiore rischio di evoluzione in adenomi e, quindi, in carcinomi. Il 
disordine alla base della sindrome è un difetto poligenico, che comprende mutazioni 






Lo studio della popolazione asintomatica, mediante screening, allo scopo di individuare 
lesioni iniziali e in fase precoce, trova giustificazione nella notevole diffusione del CRC, nei 
tassi di morbilità e mortalità ad esso correlati, nella possibilità di individuare lesioni 
tumorali in stadio precoce e polipi adenomatosi ad elevato rischio evolutivo e nella 
disponibilità di valide tecniche di screening e nel notevole vantaggio prognostico derivante 
da una diagnosi precoce e, di conseguenza, da un trattamento più probabilmente curativo. 
Un valido metodo di screening per essere attuabile deve poter essere applicato su larga scala 
con costi sostenibili, avere buone sensibilità e specificità, essere accurato, facilmente 
eseguibile ed accettabile da parte dei soggetti. 
Le linee guida statunitensi, varate dalla US Multi-Society Task Force on Colorectal Cancer 
in materia di prevenzione primaria, distinguono due tipologie di metodiche: una mirata 
primariamente all’individuazione di lesioni sanguinanti, più spesso già neoplastiche, e l’altra 
in grado di rilevare polipi preneoplastici, non sanguinanti.52 Appartengono al primo gruppo 
le diverse tecniche di ricerca del sangue occulto nelle feci: il test al guaiaco o Hemoccult 
(guaiac Fecal Occult Blood Testing, gFOBT); i test di dosaggio immunochimico fecale 
(immunochemical Fecal Occult Blood Test, iFOBT, o Fecal Immunochemical test, FIT); i 
test di dosaggio della porfirina fecale o Hemoquant e la più recente analisi del DNA fecale 
(stool DNA, sDNA) o PreGen-Plus. Rientrano, invece, nella seconda categoria la 
colonscopia, il clisma opaco a doppio contrasto e la più innovativa colonscopia virtuale o 
TC-colonografia. 
La ricerca del sangue occulto fecale è la procedura di screening più largamente utilizzata, 
adottata anche in Italia, come strategia di prevenzione primaria nella popolazione 
asintomatica di età superiore a 50 anni, ad intervalli di 12-24 mesi. 
Il test al guaiaco (gFOBT), noto anche come Hemoccult, è la metodica più utilizzata. Essa si 
avvale di una tecnica colorimetrica: l’indicatore cambia colore se subisce ossigenazione, che 
si verifica se è presente l’attività perossidasica dell’emoglobina, contenuta nelle emazie. Per 
una corretta interpretazione dei risultati, è previsto che l’analisi sia ripetuta in doppio su tre 
campioni di feci (due analisi ad ogni defecazione per tre evacuazioni consecutive), per 
minimizzare la distribuzione non omogenea ed intermittente del sangue.53  Il test è capace di 
rilevare una perdita ematica di 10 ml di sangue/die nel 67% dei pazienti e perdite superiori a 
20 ml/die nell’80-90%. Esistono anche test ad alta sensibilità, in grado di rilevare anche 
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perdite intorno a 2 ml. Nonostante sia una metodica di facile esecuzione, poco costosa e con 
una buona compliance dei soggetti, che ne consente un utilizzo su ampia scala, il test è 
gravato da una bassa sensibilità per sanguinamenti di piccola entità. Un altro difetto di 
questo test è la scarsa specificità: le cause di sanguinamento intestinale possono, comunque, 
non essere necessariamente associate a neoplasia; pertanto, quest’indagine non è priva di 
falsi positivi. Il test, inoltre, non è in grado di distinguere lesioni neoplastiche e pre-
neoplastiche, che non sanguinano o che sanguinano molto poco.54 Tuttavia, diversi studi 
prospettici randomizzati hanno confermato l’efficacia di tale approccio nel ridurre 
significativamente la mortalità correlata al CRC.55-57   
I test immunochimici di ricerca del sangue occulto fecale (FIT) si basano su una reazione 
immunologica mediata da un anticorpo anti-emoglobina umana e forniscono una valutazione 
quantitativa. Dal confronto con l’Hemoccult, emergono alcuni vantaggi in favore dei test 
immunochimici: per la loro esecuzione, non sono richieste restrizioni dietetiche e sono 
necessari uno o due campioni di materiale fecale. Relativamente alle performance dei due 
tipi di metodologie, in termini di sensibilità e specificità, i dati sono meno definiti e più 
difficilmente interpretabili, in quanto devono essere letti considerando il numero 
effettivamente inferiore di campioni che vengono sottoposti all’analisi immunochimica.58 
Alla luce di ciò, tuttavia, in alcuni studi di confronto con il test colorimetrico, il FIT risulta 
più sensibile nell’identificare carcinomi o adenomi avanzati del colon-retto (66-90% versus 
26-69%) e più specifico, in quanto rileva specificamente emoglobina umana, senza alcuna 
interferenza da parte di globine di derivazione animale.59 Le attuali linee guida 
raccomandano l’utilizzo di una metodica in alternativa all’altra.52,60 
A differenza dei test gFOBT e FIT, l’Hemoquant consente un preciso dosaggio 
dell’emoglobina fecale. Questo test sfrutta la reazione chimica che converte il gruppo eme 
dell’emoglobina intatta in protoporfirina, ad opera dell’acido ossalico o dell’ossalato ferroso 
o del solfato ferroso. Il contenuto in porfirina del campione originale e dello stesso dopo la 
conversione dell’emoglobina viene quantificato attraverso fluorescenza comparativa rispetto 
ad uno standard di riferimento.61 Il ricorso a questo test è fortemente limitato da una 
considerevole percentuale di falsi positivi, dovuti alla rilevazione di mioglobina, catalasi, 
protoeme e diverse porfirine.61 
Il test sul DNA fecale consiste nell’estrazione del DNA da cellule di esfoliazione della 
mucosa del colon presenti nelle feci e nella ricerca di alterazioni associate al tumore.62 
L’indagine è limitata, attualmente, a circa una ventina di alterazioni del DNA, comprendenti 
mutazioni puntiformi degli oncogeni APC, KRAS, p53, e di BAT26, marcatore di instabilità 
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dei microsatelliti, ed inoltre prevede l’esecuzione di un test noto come DNA Integrity Assay 
(DIA),63 marcatore di anormalità nel processo dell’apoptosi. Rispetto all’Hemoccult, questo 
recente test molecolare può vantare una maggiore accuratezza diagnostica ed un valore 
predittivo particolarmente elevato. Analizzando le cellule mucose in esfoliazione, che 
avviene in modo continuo, il test non risente né dell’intermittenza del sanguinamento del 
tumore né del mancato sanguinamento nelle sue fasi più precoci. Pertanto, il test sul DNA 
fecale può essere in grado, meglio del gFOBT, di identificare le forme più precoci della 
malattia e ridurne i casi falsamente negativi e di individuare più accuratamente i soggetti a 
rischio di presenza del tumore, abbattendo in questo modo la quota di indagini invasive 
inappropriate.64 Nonostante ciò, l'applicazione routinaria del test molecolare è attualmente 
preclusa per il costo eccessivo del kit commerciale disponibile. 
La positività alla ricerca del sangue occulto fecale deve indirizzare ad indagini più 
approfondite ed, in particolare, all’esecuzione di un esame endoscopico del colon in tutta la 
sua estensione. 
In linea teorica, la colonscopia risulterebbe la migliore tecnica diagnostica e terapeutica ed il 
metodo di screening più sensibile. La sensibilità della pancolonscopia oscilla tra il 78.5% ed 
il 96.7% nell’individuazione, rispettivamente, di piccoli polipi di dimensioni inferiori a 0.5 
cm e di grossi polipi o carcinomi, e la sua specificità raggiunge il 98%.65 Essa, tuttavia, è da 
considerarsi un esame invasivo e non scevro da una seppur contenuta percentuale di 
possibili complicanze, quali la perforazione e l’emorragia intestinale (rispettivamente, 
0.06% e 0.3%). Si tratta, inoltre, di un’indagine dipendente dall’esperienza dell’operatore e 
con costi maggiori, che difficilmente sarebbero sostenibili per un’applicazione su larga 
scala. Uno screening fondato esclusivamente su questa metodica rischierebbe di avere scarsa 
compliance, difficoltà organizzativa e costi proibitivi. L’esecuzione di questo esame come 
metodica di secondo livello, in caso di positività della ricerca del sangue occulto fecale, 
rappresenta, quindi, un buon compromesso tra attuabilità ed efficacia dei programmi di 
screening.65 
Se i metodi di screening sono fondamentali per il successo del programma, altrettanto 
importanti sono la tempistica e la frequenza nel tempo di questi esami. Questi aspetti sono 
da relazionare all’identificazione nell’ambito della popolazione generale di sottogruppi di 
individui caratterizzati da diversi gradi di rischio di sviluppare la neoplasia, in base alla 
presenza dei noti fattori di rischio per CRC: età, storia familiare o personale di neoplasia 
gastrointestinale, storia personale di polipi adenomatosi o già sottoposti a resezione con 
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intento curativo di neoplasie colorettali, storia familiare di FAP o HNPCC, storia personale 
positiva per malattie infiammatorie croniche intestinali di lunga durata.  
È necessario, quindi, che l’intensità della sorveglianza sia calibrata ad ogni categoria di 
rischio. A questo proposito, le linee guida dell’Associazione Italiana di Oncologia Medica 
(AIOM) raccomandano la colonscopia dall’età di 40 anni oppure da 10 anni prima dell’età 
del parente più giovane affetto da tumore colorettale, da eseguirsi ogni 5 anni per i soggetti 
con una parente di primo grado con neoplasie del colon-retto in età inferiore a 60 anni o con 
almeno due parenti di primo grado con la stessa diagnosi, indipendentemente dall’età cui 
questa sia stata formulata. Lo screening deve iniziare all’età di 45 anni, con le stesse 
modalità della popolazione generale, per i pazienti con un solo parente di primo grado con 
tumore diagnosticato oltre 60 anni o due di secondo. Soggetti con un solo parente di secondo 
o terzo grado affetto da tumore colorettale hanno un rischio equiparato a quello della 
popolazione generale, di cui seguono lo schema di sorveglianza. Nei soggetti con malattia 
infiammatoria cronica intestinale, è prevista la colonscopia ogni 2-3 anni dopo 8-10 anni di 
pancolite e dopo 15 anni di colite sinistra. Infine, in pazienti con familiarità per HNPCC, la 
sorveglianza deve essere eseguita con colonscopia, da ripetersi ogni 5 anni dai 25 ai 75 anni, 







1.4 CENNI DI ANATOMIA PATOLOGICA 
 
I carcinomi colorettali sono neoplasie invasive che originano come lesioni in situ 
dall’epitelio mucoso intestinale e possono evolvere con modalità morfologiche diverse.66  
L’aspetto macroscopico del CRC viene distinto, secondo la classificazione di Bormann, in 
quattro principali quadri di lesione tumorale:  
 carcinoma polipoide ben circoscritto – forma vegetante; 
 carcinoma ulcerato a margini rilevati – forma ulcerata; 
 carcinoma ulcerato a margini rilevati ed estesi – forma ulcero-infiltrante; 
 carcinoma diffuso, infiltrante e stenosante – forma anulare-stenosante. 
Macroscopicamente, i tumori del colon prossimale tendono ad accrescersi come masse 
polipoidi esofitiche, che si estendono lungo la parete del ceco o del colon ascendente. Data 
la relativa ampiezza luminale di questo segmento colico, il tumore raramente provoca un 
quadro occlusivo. Diversamente, le neoplasie del colon distale tendono ad interessare 
l’intera circonferenza del viscere, assumendo una forma anulare, con esiti stenosanti, 
conseguentemente alla diffusione circonferenziale e all’intensa reazione desmoplastica 
tumorale. La lesione tumorale solitamente è dura, con margini tipicamente rilevati e 
policiclici ed è spesso centralmente ulcerata. 
Malgrado queste differenze nell’aspetto macroscopico, le caratteristiche microscopiche dei 
tumori del colon prossimale e distale sono pressoché sovrapponibili. Secondo la 
classificazione istologica elaborata dalla World Health Organization,67 si riconoscono: 
 adenocarcinoma, costituito da strutture ghiandolari di variabili dimensioni e 
configurazione; 
 adenocarcinoma mucoide (o mucinoso), caratterizzato dalla presenza di abbondante 
muco extracellulare, che costituisce oltre il 50% del volume tumorale; 
 carcinoma a cellule ad anello con castone (signet-ring cell carcinoma), costituito per 
più del 50% da cellule con un voluminoso vacuolo intracitoplasmatico contenente 
mucina, che disloca il nucleo in periferia; 
 carcinoma midollare, prevalentemente costituito da lamine e trabecole solide di 
cellule, in genere regolari e con modeste atipie nucleari, e caratterizzato dalla 
presenza di numerosi linfociti intraepiteliali; 
 carcinoma indifferenziato, privo di aspetti morfologici di differenziazione epiteliale; 
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 carcinoma a piccole cellule, con caratteristiche morfologiche e biologiche simili a 
quelle del carcinoma a piccole cellule polmonare; 
 carcinoma adenosquamoso, con aree di tipo ghiandolare affiancate ad altre con 
aspetto squamoso; 
 carcinoma squamoso, con aspetti morfologici di tipo squamoso. 
Gli adenocarcinomi costituiscono oltre l’85% dei casi, gli adenocarcinomi mucinosi il 10% e 
gli altri istotipi nel complesso meno del 5%. I carcinomi squamosi ed adenosquamosi sono 
molto rari.  
La differenziazione cellulare può essere definita in base alla presenza o assenza di 
determinati parametri, quali la conservazione della polarità del nucleo, la presenza e 
configurazione delle strutture ghiandolari, il pattern di crescita, l’infiltrazione infiammatoria 
e la reazione desmoplastica. Si identificano così quattro gradi di differenziazione cellulare 
(grading):  
 grado 1 (G1): neoplasie ben differenziate, caratterizzate da cellule cilindriche simili 
alla loro controparte adenomatosa, che invadono la sottomucosa e la tonaca 
muscolare propria; 
 grado 2 (G2): neoplasie moderatamente differenziate; 
 grado 3 (G3): neoplasie scarsamente differenziate; 
 grado 4 (G4): neoplasie anaplastiche del tutto prive di strutture ghiandolari.66 
Altri parametri istologici che sono presi in considerazione nella caratterizzazione dei CRC, 
soprattutto in funzione di una correlazione con le scelte terapeutiche, sono l’invasione 
linfovascolare e perineurale, il tipo di crescita (espansiva o infiltrativa), il grado di 
infiltrazione linfocitaria al margine di invasione, la presenza di aggregati nodulari linfocitari 
peritumorali (reazione linfocitaria “tipo Crohn”), il numero di linfociti compenetranti le 
cellule neoplastiche (tumor infiltrating lymphocytes, TIL).68  
Vi è ormai accordo fra clinici e patologi nel ritenere che la maggioranza dei CRC si sviluppi 
a partire da lesioni inizialmente benigne, in forma di polipi adenomatosi, non escludendo, 
tuttavia, la possibilità che una parte minore di forme maligne possa insorgere ab initio, senza 
essere preceduta da lesioni adenomatose.  
Grazie ai progressi nelle tecniche di biologia molecolare, alla comprensione dei meccanismi 
patogenetici delle sindromi familiari, di cui si è parlato in precedenza, ed all’osservazione 
istologica delle lesioni tumorali, è stato possibile definire la sequenza di eventi morfologici e 
genetici che si realizza nelle cellule durante la progressiva trasformazione da una lesione 
neoplastica benigna ad una francamente maligna. Quello del carcinoma colico è, infatti, 
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diventato uno dei modelli più noti di cancerogenesi, conosciuto come “sequenza adenoma-
carcinoma”,25 in ragione della tendenza dei tumori benigni della mucosa colica a degenerare 
in forme invasive. Essendo il più delle volte rispettata, la sequenza adenoma-carcinoma 
assume importanza intuitiva: dal momento che i polipi sono facilmente asportabili per via 
endoscopica, è teoricamente possibile interrompere la successione di eventi carcinogenici e, 
quindi, prevenire lo sviluppo di un tumore maligno, attraverso periodici controlli 
endoscopici dei soggetti a rischio. 
Gli adenomi colorettali sono neoplasie intraepiteliali che variano da piccole lesioni, spesso 
peduncolate, a grandi tumori solitamente sessili. La loro prevalenza, stimata al 20-30% circa 
nei soggetti con età inferiore a 40 anni, raggiunge il 40-50% dopo i 60 anni; non esiste una 
differenza significativa fra i due sessi, ma c’è una ben definita predisposizione familiare. 
Sebbene sia ormai dimostrato il ruolo di precursore degli adenomi nei confronti dei 
carcinomi colorettali invasivi, solo il 10% degli adenomi ha evoluzione carcinomatosa, con 
un incremento del rischio per le lesioni multiple, di dimensioni maggiori, con istologia 
villosa e contenenti foci displastici.  
Il modello di cancerogenesi colica, definito “multi-step cancerogenesis”, prevede che alla 
base della trasformazione neoplastica vi sia una successione di mutazioni geniche 
cumulative, responsabili della progressiva disregolazione dei processi di crescita, 
sopravvivenza e differenziazione, che si accompagnano a concomitanti modifiche 
morfologiche della cellula epiteliale.69  
Nello specifico, le mutazioni geniche insorgono secondo un ordine temporale abbastanza 
preciso e solitamente il “primo evento” riguarda il gene APC, coinvolto nella FAP, 
localizzato nella regione cromosomica 5q. Il gene oncosoppressore APC è difettivo in oltre 
l’80% degli adenomi e dei carcinomi ad insorgenza spontanea. Si tratta del difetto genico 
più comune e che compare più precocemente nella sequenza delle alterazioni genetiche. Nel 
CRC, la maggioranza delle mutazioni del gene APC risulta nella sintesi della proteina APC 
in forma tronca e con alterazione della sua funzione. La proteina APC, in condizioni 
fisiologiche, lega fasci di microtubuli e favorisce la migrazione e l’adesione cellulare e 
regola i livelli di β-catenina. Quest’ultima svolge un ruolo importante nell’adesione cellula-
cellula, legando i recettori della caderina ai filamenti di actina del citoscheletro ed è 
coinvolta nella via di segnalazione Wnt,70 responsabile del destino cellulare, specie durante 
le fasi dello sviluppo. Quindi, l’assenza di una proteina APC perfettamente funzionante 
conduce all’accumulo di β-catenina nel citoplasma ed alla sua traslocazione nel nucleo, dove 
lega fattori di trascrizione Tcf/LEFs (T-cell factors/Lymphocyte Enhancer Factors), che a 
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loro volta attivano una serie di geni (c-Myc, cyclinD1, PPARS, matrilysn, Fra-1, UPAR, c-
Jun, PML e gastrin), che stimolano la proliferazione cellulare, causano un’adesione cellulare 
deficitaria ed inibiscono l’apoptosi.71 
La mutazione di una singola copia di APC non è sufficiente a provocare l’insorgenza del 
tumore, ma, essendo responsabile della proliferazione disregolata della mucosa colica, rende 
quest’ultima più suscettibile ad accumulare successive mutazioni. Qualora si verifichi una 
mutazione anche sulla seconda copia del gene APC, la cellula sfugge al controllo del ciclo 
cellulare ed inizia a dividersi, portando alla formazione di una polipo adenomatoso.  
Le cellule della mucosa adenomatosa possono, a loro volta, andare incontro ad altre 
mutazioni, che rappresentano steps ulteriori nella carcinogenesi. Una delle successive 
alterazioni può coinvolgere il protoncogene KRAS, localizzato sul cromosoma 12, che 
codifica una proteina G monomerica, da cui origina una delle principali cascate di 
trasduzione del segnale dalla membrana plasmatica al nucleo.72 Le mutazioni di KRAS 
determinano l’attivazione costitutiva della proteina e, di conseguenza, della via di 
segnalazione, da cui una continua stimolazione proliferativa. Presenti nel 40% dei tumori 
colorettali, le mutazioni di KRAS sono state identificate, non solo nelle lesioni francamente 
maligne, ma anche nelle prime fasi della degenerazione displastica della mucosa colica, i 
cosiddetti “aberrant crypt foci”. Questo farebbe supporre il precoce verificarsi di tale evento 
mutazionale nei tumori colorettali, sebbene si debba ricordare che esso non rappresenta un 
evento strettamente necessario alla progressione neoplastica.72 
Infine, altri elementi caratteristici sono la perdita delle SMAD (SMAD2 e SMAD4), 
localizzate in 18q21 e coinvolte nella via di segnalazione di TGF-β, il cui effetto sembra 
essere quello di accelerare la progressione negli stati tardivi della carcinogenesi, la 
mutazione o la perdita allelica di p53 nella regione cromosomica 17p, presente nel 70-80% 
dei CRC, associata alla stimolazione tardiva dell’invasione e l’attivazione delle telomerasi 
che mantengono la stabilità del telomero e rendono la cellula immortale.73  
Come espresso a riguardo delle sindromi familiari, lo studio della loro patogenesi ha 
consentito di chiarire che, parallelamente alla suddetta via di APC/β-catenina, esiste una 
seconda strada che può condurre alla cancerogenesi colorettale ed è caratterizzata da 
alterazioni nei geni del mismatch repair (MMR genes).74-76 Questa via, implicata nel 10-15% 
dei carcinomi colorettali sporadici e nell’HNPCC, viene definita “via dell’instabilità dei 
microsatelliti”, in quanto, conseguentemente alla mutazione dei geni MMR. Come descritto 
in precedenza, l’inattivazione di uno dei cinque geni (hMSH2 2p22, hMLH1 3p21, MSH6 
2p21, hPMS1 2q 31-33, hPMS2 7p22), deputati alla verifica ed alla correzione di errori del 
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DNA, è responsabile di anomalie in sequenze di DNA ripetitivo, che configurano il quadro 
dell’instabilità dei microsatelliti.  
Lo studio dell’instabilità dei microsatelliti prevede l’analisi di almeno 5 loci noti di 
microsatelliti ed il panel di riferimento è costituito da due markers mononucleotidici (BAT 
26 e BAT25) e tre markers dinucleotidici (D2S123, D5S346 e D17S250). Secondo le 
indicazioni del Workshop Internazionale di Bethesda del 1997, per quanto riguarda lo status 
MSI, si distinguono tre categorie di CRC:77  
 MSI-H (MSI di grado elevato): instabilità presente nel 30% o più dei loci esaminati; 
 MSI-L (MSI di basso grado): instabilità presente in <30% dei loci esaminati; 
 MSS (microsatelliti stabili): assenza di MSI. 
I carcinomi MSI-H hanno caratteristiche clinico-patologiche, biologiche e genetiche 
distintive, si localizzano prevalentemente a livello del colon prossimale, hanno un unico 
aspetto istopatologico e sono associati ad un decorso clinico meno aggressivo, mentre i 
tumori MSI-L (5-10% dei casi) presentano un profilo biopatologico e molecolare 
sovrapponibile a quello dei carcinomi MSS. Per questa ragione, molti ricercatori preferisce 
suddividere i tumori colorettali in due sole categorie: microsatelliti instabili (corrispondenti 




1.5 STADIAZIONE E PROGNOSI 
 
Il primo sistema di stadiazione per il CRC, introdotto da Dukes nel 1932, ha subito 
successive modificazioni, non sempre adottate universalmente e generando spesso 
confusione. La stadiazione attualmente adottata negli Stati Uniti ed in Europa corrisponde a 
quella di Dukes modificata da Astler-Coller nel 1954 e, successivamente, da Turnball nel 
1967. La revisione di Astler-Coller ha suddiviso la categoria C in C1 e C2, mentre quella di 
Turnball ha inserito la categoria D, per indicare la presenza o assenza di metastasi (Tabella 
1a. Stadiazione di Dukes modificata). 
Il sistema TNM,79 raccomandato dall’AJCC (American Joint Committee on Cancer) a 
partire dal 1950, pone maggiore chiarezza rispetto alla stadiazione di Dukes. Questo sistema 
stadiativo prende in condiderazione l’estensione della malattia, attraverso lo studio di tre 
parametri: T (Tumor) indica l’estensione locale della malattia; N (Nodes) il numero dei 
linfonodi coinvolti e la M (Metastasis) la presenza di localizzazioni a distanza (Tabella 1b. 
Stadiazione TNM). Esso include una classificazione clinica e una patologica post-chirurgica 
(indicata con il prefisso “p”); la prima è impiegata per la scelta terapeutica e la seconda ha 
valore prognostico. Con l’avvento delle terapie neoadiuvanti, specie nel caso del carcinoma 
del retto, è stato introdotto il prefisso “y”, per indicare la stadiazione patologica dopo terapia 
neoadiuvante.  
I tumori resecati in modo radicale sono classificati R0, resezioni tumorali con margini 
positivi sono definite R1, mentre la persistenza di tumore macroscopico per incompleta 
resezione è indicata R2.  
Lo stadio della malattia al momento della diagnosi, definito ricorrendo ai sistemi sopracitati 
(Dukes e TNM), rappresenta il principale determinante prognostico del CRC (Tabella 1c. 
Confronto tra classificazione di Dukes modificata Astler-Coller, TNM, stadiazione 
chirurgica e tassi di sopravvivenza). Negli stadi iniziali della malattia, la sopravvivenza a 5 
anni è superiore all’80%, mentre in caso di malattia metastatica, ad oggi la mediana di 






1.6 PRESENTAZIONE CLINICA ED ESAMI DIAGNOSTICI 
 
La presentazione clinica ed i sintomi dei tumori colorettali sono influenzati dalla sede, 
dall’estensione locale e a distanza della malattia e dall’eventuale presenza di complicanze.80 
Tuttavia, in molti casi, specie nelle fasi iniziali della malattia, il CRC può essere 
asintomatico oppure i sintomi, quando presenti, sono aspecifici.  
Come accennato precedentemente, le differenze nella morfologia macroscopica dei CRC, a 
seconda che insorgano a livello prossimale o distale del colon-retto, possono in parte 
spiegare i diversi quadri clinici con cui queste neoplasie possono manifestarsi. 
Effettivamente, i tumori del colon destro, accrescendosi in un tratto di intestino in cui il 
lume è ampio, in forma di masse polipoidi esofitiche, raramente provocano ostruzione al 
transito intestinale. Per questa ragione, tali neoplasie più frequentemente rimangono a lungo 
asintomatiche o tendono a manifestarsi con segni e sintomi della sindrome anemica 
sideropenica, come conseguenza di un sanguinamento occulto dalla lesione ulcerata. Spesso 
si associano astenia, anoressia e calo ponderale, dolore di tipo gravativo e subcontinuo ai 
quadranti addominali di destra, vaga sintomatologia dispeptica; nelle fasi avanzate della 
malattia, può essere presente una massa palpabile in fossa iliaca destra, le feci possono 
essere scure e frequente è la melena, da abbondanti sanguinamenti. Al contrario, a livello del 
colon distale, sia per il lume intestinale di calibro inferiore, sia per la tendenza allo sviluppo 
infiltrante ed anulare-stenosante delle neoformazioni, sono più frequenti quadri clinici 
dominati da alterazioni dell’alvo, spesso alterno o tendente alla stipsi, accompagnate da 
dolori addominali crampiformi, ai quadranti sinistri o diffusi. Può essere presente, sangue 
nelle feci, in quantità variabile, da modesta a copiosa, talvolta associato ad emissione di 
muco.  
Le neoplasie del retto si manifestano, tipicamente, con tenesmo, sensazione di corpo 
estraneo o dolore gravativo, rettorragia durante la defecazione o indipendentemente da essa, 
mucorrea; le feci tendono ad essere nastriformi; durante l’atto evacuativo, può essere 
presente dolore perineale e perianale.  
Talvolta, il CRC può manifestarsi acutamente, con quadri di addome acuto peritonitico da 
perforazione intestinale o di occlusione o sub-occlusione intestinale. La perforazione 
intestinale può essere causata da una infiltrazione a tutto spessore della parete colica nella 
sede del tumore primitivo, oppure può verificarsi una perforazione diastasica, solitamente a 
livello cecale, causata da una significativa dilatazione del viscere a monte di un’ostruzione 
serrata. Questo quadro può evolvere in peritonite diffusa o in un processo flogistico 
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peritoneale circoscritto, che può esitare nella formazione di aderenze. Altra possibile 
conseguenza della perforazione, è la formazione di tratti fistolosi tra il tratto intestinale 
perforato e organi vicinori (fistole colo-enteriche, colo-vescicali, colo-vaginali). 
L’occlusione o la sub-occlusione meccanica, determinata dalla crescita endoluminale della 
neoformazione vegetante o dall’infiltrazione stenosante della parete da parte del tumore, si 
presenta con dolore crampiforme, chiusura dell’alvo a feci e gas, nausea e vomito, più o 
meno precoce ed a contenuto variabile in relazione alla sede dell’ostruzione al transito ed 
all’entità dell’impedimento stesso.  
L’esordio acuto della malattia è considerato un fattore prognostico sfavorevole,81 cui si 
associa un crollo della sopravvivenza a 5 anni dal 59% dei pazienti che non presentano tale 
complicanza al 31% di quelli in cui la diagnosi di CRC è posta a seguito di un quadro 
occlusivo o peritonitico; tale impatto prognostico è spesso verosimilmente legato alla fase 
tardiva cui si giunge alla diagnosi. 
Nel 10-15% dei casi, la diagnosi di tumore colorettale è posta quando la malattia è già in 
fase avanzata, ovvero in presenza di metastasi. In questi casi, i sintomi più frequenti sono il 
dolore o, più spesso, una sensazione gravativa a livello dell’ipocondrio destro, indicativo di 
localizzazione secondaria epatica della malattia. Più raramente, il coinvolgimento epatico è 
talmente massivo da rendere insufficiente il parenchima residuo e da determinare 
l’instaurarsi di una quadro di ascite. Una raccolta libera o saccata di liquido intraperitoneale, 
con distensione addominale e senso di ripienezza precoce, fino all’occlusione intestinale 
multisegmentaria da carcinosi, può essere espressione  del quadro evolutivo di una 
diffusione peritoneale della malattia.  
La tendenza evolutiva dei carcinomi intestinali si estrinseca nella capacità di diffondere per 
continuità, contiguità, per via endocavitaria e per via linfatica ed ematica.81  
La diffusione per continuità avviene per infiltrazione neoplastica nella parete intestinale, con 
estensione lungo la stessa ed attraverso il suo spessore. L’invasione della sottomucosa 
aumenta grandemente le potenzialità di diffusione metastatica della malattia, con 
peggioramento della prognosi all’incrementare della profondità di invasione.  
La propagazione per contiguità si verifica attraverso la progressiva infiltrazione degli organi 
circostanti, con possibilità di fistolizzazione nelle anse del tenue, nella parete vaginale o 
nella vescica. I tumori del ceco e del colon destro possono interessare per contiguità il 
duodeno o il rene destro, mentre quelli del colon trasverso lo stomaco e l’omento. Le 
neoplasie della flessura splenica possono coinvolgere la milza, la coda del pancreas, il rene 
sinistro ed il diaframma. Analogamente, i tumori del sigma, ma occasionalmente anche 
26 
 
quelli del ceco, possono estendersi alla cupola vescicale o all’utero. Qualunque carcinoma, 
indipendentemente dalla sede primitiva, può infiltrare la parete addominale.  
La propagazione endocavitaria comporta l’insorgenza di carcinoma peritoneale, con 
possibile colonizzazione ovarica nelle donne.  
La diffusione per via linfatica e per via ematica permette alla malattia di localizzarsi a 
distanza dalla sede del tumore primitivo. Per quanto concerne l’interessamento linfonodale, 
occorre distinguere il drenaggio linfatico del colon da quello del retto. Per il colon, infatti, le 
prime stazioni linfatiche sono quelle epicoliche, seguite da quelle intermedie (lungo i vasi 
colici e sigmoidei) e da quelle principali (lungo le arterie mesenteriche). Il drenaggio 
linfatico del retto, invece, segue tre principali direzioni: una via superiore che, lungo il 
decorso dell’arteria emorroidaria superiore, raggiunge nel mesosigma i linfonodi principali; 
una via intermedia, che segue i vasi emorroidari medi fino a pervenire ai linfonodi 
ipogastrici a ridosso della parete pelvica; una via inferiore che, lungo i vasi emorroidari 
inferiori, giunge ai linfonodi inguino-crurali.  
La diffusione ematogena è responsabile, in caso di neoplasie del colon e del segmento 
superiore del retto, della metastatizzazione principalmente epatica; il fegato costituisce la 
prima stazione di filtro dei segmenti drenati dalle vene tributarie del sistema portale. Il 
sangue refluo dal retto medio ed inferiore raggiunge, invece, la vena cava inferiore 
attraverso le vene emorroidarie medie ed inferiori; in questo caso, la prima stazione di filtro 
e, quindi, la più frequente sede di metastasi ematogena è rappresentata dal polmone. La 
presenza di numerose anastomosi porto-cavali rende, d’altra parte, ragione della relativa 
facilità con cui cellule neoplastiche dai distretti drenati dalla vena porta raggiungono 
comunque, in prima istanza, il polmone. Allo stesso modo, le anastomosi con il plesso 
venoso vertebrale spiegano la frequenza delle metastasi in questa sede, soprattutto per 
lesioni primitive del retto medio ed inferiore.80 
 
Nel sospetto di un CRC, l’iter diagnostico deve necessariamente comprendere due tappe 
fondamentali, rappresentate da un’accurata anamnesi e dall’esame obiettivo, che, in queste 
circostanze, non può prescindere dall’esplorazione digitorettale. Quest’ultima manovra può 
consentire di apprezzare la neoformazione e di porre diagnosi nel 10-15% delle neoplasie 
del basso intestino; la sua accuratezza varia tra 44 e 83%, essendo strettamente legata 
all’esperienza del clinico e alla difficoltà di distinguere forme infiammatorie e tumorali.81  
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A completamento diagnostico e stadiativo, devono essere eseguiti esami strumentali, per la 
valutazione dell’estensione locoregionale della malattia e per l’identificazione di metastasi a 
distanza.  
La colonscopia permette l’esplorazione diretta di tutto l’intestino crasso, fino alla valvola 
ileo-cecale; con una sensibilità del 97% ed una specificità del 98%, questo esame 
endoscopico è considerato l’esame strumentale più importante per la diagnosi di CRC, in 
quanto consente la visualizzazione diretta della neoformazione e di praticare prelievi bioptici 
per la diagnosi istologica di eventuali lesioni sospette. Non ultimo, la colonscopia può 
considerarsi uno strumento terapeutico nel caso di lesioni polipoidi di tipo benigno e 
facilmente asportabili. Nonostante ciò, l’esame endoscopico è gravato dal rischio di 
complicanze, tra cui quello della perforazione intestinale iatrogena (0.1%), quello di 
emorragia di grado maggiore (0.3%), con una mortalità dello 0.01-0,03%.80  
La rettosigmoidoscopia è in grado di studiare circa 60 cm di intestino crasso a partire 
dall’ano, con una sensibilità ed una specificità in questo tratto esplorabile simili a quelli 
della colonscopia, ma con un minore rischio di perforazioni. L’impiego di rettoscopi rigidi è 
fondamentale nello studio dei carcinomi del retto, al fine di determinare l’esatta distanza 
della lesione dalla rima anale. L’impiego di sonde ecografiche o di ecoendoscopi ha il 
vantaggio di stimare il grado di infiltrazione della parete e di fornire informazioni sullo stata 
linfonodale.  
Fra gli esami radiologici, il clisma opaco conserva ancora un ruolo nella diagnosi di 
carcinoma del colon; con una sensibilità del 55-95%, esso risulta ancora utile, specie nei casi 
in cui non sia effettuabile una pancolonscopia, a causa di motivi anatomici, quali il dolicolon 
o sindromi aderenziali, o qualora siano presenti lesioni stenosanti non transitabili con il 
colonscopio. L’impiego delle metodiche a doppio contrasto, inoltre, ha consentito di 
migliorare la qualità degli esami.  
Una tecnica radiologica di recente introduzione è rappresentata dalla TC-colonoscopia, che 
accoppia la procedura del clisma con doppio contrasto alla TC tridimensionale, al fine di 
ottenere una ricostruzione dell’intestino crasso, importante supporto all’approccio 
chirurgico, raggiungendo una sensibilità paragonabile a quella della colonscopia. A 
svantaggio di questa metodica, rimangono l’impossibilità di eseguire prelievi bioptici per 
accertare l’istologia di lesioni sospette e la necessità che sia affidata a personale esperto. Per 
tale motivo, la colonscopia virtuale rimane ancora in fase di studio e, per i costi e per 
l’impegno richiesti, non può essere proposta come metodica di screening. Tuttavia, nei 
centri con alta esperienza, può essere considerata un’alternativa al clisma opaco; a 
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completamento di studi endoscopici non conclusivi per la presenza di lesioni ostruttive, la 
TC-colonoscopia consente di identificare polipi non rilevati alla colonscopia.82,83  
L’ecografia addomino-pelvica è, prevalentemente, indicata per la ricerca di metastasi 
epatiche, nel cui ambito, se in mano ad operatori esperti, può avere una sensibilità prossima 
a quella della TC. 
La TC risulta essere una tecnica di imaging fondamentale nella valutazione dell’estensione 
pelvica locale della malattia e dell’interessamento linfonodale regionale e trova indicazione, 
inoltre, nella ricerca di metastasi a distanza. 
Nei pazienti con malattia primitiva a livello rettale, la valutazione dell’estensione locale del 
tumore è una valida guida per le scelte terapeutiche. Pertanto, in queste condizioni, 
frequente è il ricorso alla Risonanza Magnetica (RM) ad alta risoluzione, di estrema  
accuratezza nella valutazione della diffusione tumorale nel circostante mesoretto, dei 
margini di resezione circonferenziale tra il letto tumorale e la fascia del retto e 
dell’invasione venosa extramurale.84 Sebbene sia più accurata rispetto all’ecografia 
endorettale nella stadiazione del coinvolgimento linfonodale, la RM presenta alcune 
limitazioni nella correlazione tra i reperti radiologici e patologici. L’ecografia endorettale 
presenta, d’altra parte, i vantaggi di una buona affidabilità nella stima dell’invasione nello 
spessore parietale del retto; il suo utilizzo nella stadiazione dei tumori rettali è limitato dalla 
presenza di lesioni ostruttive e da una non accurata valutazione dell’impegno linfonodale.  
Esistono tuttavia metodiche in grado di caratterizzare le lesioni secondarie a livello del 
fegato, tra cui l’ecografia e la RM potenziate.85,86 
La PET (Positron Emission Tomography) con 18fluoro-2-desossi-D-glucosio (FDG-PET) 
risulta utile per localizzare eventuali sedi extraepatiche di malattie.87  
Ad oggi, rimane ancora una sfida valutare attraverso l’imaging la carcinomatosi peritoneale, 
in quanto le metodiche ad oggi disponibili risultano inadeguate.88  
Anche esami di laboratorio possono fornire informazioni utili; nonostante gli sforzi, 
effettuati per identificare marcatori tumorali che potessero consentire una diagnosi precoce 
di CRC, nessuno tra quelli individuati, è risultato sufficientemente specifico. Tuttavia, nella 
pratica clinica si ricorre abitualmente al dosaggio di CEA (CarcinoEmbryonic Antigen) e 
CA 19.9, utili nella stadiazione pre-operatoria, nel follow-up post-resezione chirurgica e 
nella valutazione della risposta terapeutica. In alcuni casi di carcinoma mucinoso, può 




CAPITOLO 2. L’ANGIOGENESI TUMORALE COME TARGET 
FARMACOLOGICO NELLA TERAPIA MEDICA DEL CARCINOMA 
COLORETTALE METASTATICO 
 
 2.1 L’ANGIOGENESI TUMORALE  
 
Con il termine angiogenesi si fa riferimento al processo di formazione di nuovi vasi 
sanguigni a partire da altri preesistenti, attraverso un fenomeno di “gemmazione”.89 
Fisiologicamente, a livello tissutale, per rispondere al fabbisogno metabolico locale, la rete 
vascolare viene continuamente rimodellata, realizzando un sistema di vasi ordinato che 
consente l’approvvigionamento di sostanze nutritive e svolge una diretta e complessa 
funzione di interazione e sostegno tra stroma e tessuti circostanti. Questo avviene nel 
rimodellamento e nella crescita dei tessuti, nell’adattamento muscolare in seguito ad 
esercizio fisico, nella guarigione delle ferite, nel ciclo ovarico ed endometriale, nella 
placentazione in corso di gravidanza e nello sviluppo embrionale. Al di fuori delle 
condizioni fisiologiche, in cui è soppressa o può comparire transitoriamente, l’angiogenesi 
può essere in difetto o in eccesso, a causa della disregolazione dell’equilibrio dinamico tra 
fattori stimolanti ed inibenti, e contribuire allo sviluppo di diverse patologie.90 Si associano 
infatti ad insufficiente angiogenesi condizioni quali l’ischemica miocardica e cerebrale, il 
diabete, l’ipertensione, la preeclampsia, mentre l’artrite reumatoide, le retinopatie, 
l’aterosclerosi, la psoriasi e l’endometriosi sono caratterizzate da un’angiogenesi 
eccessiva.91 Inoltre, l’angiogenesi è un fenomeno essenziale nella crescita, nell’invasione e 
nella metastatizzazione tumorale.  
Come avviene per i tessuti sani, anche per i tumori solidi la sopravvivenza e l’accrescimento 
dipendono dalla presenza di una estesa rete di vasi sanguigni. Tuttavia, l’angiogenesi che si 
realizza nel contesto tumorale è sostanzialmente differente da quella che avviene 
fisiologicamente. Mentre in condizioni fisiologiche, i nuovi vasi maturano e si stabilizzano 
rapidamente, a livello tumorale, le cellule neoplastiche cooptano vasi sanguigni dell’ospite, 
inducono una caotica angiogenesi e reclutano precursori di cellule endoteliali di origine 
midollare (vasculogenesi postnatale).92 Ne deriva una rete vascolare intratumorale con 
anomalie strutturali e funzionali, fortemente differente dalla controparte normale. 
 Affinché la massa tumorale possa crescere autonomamente, oltre il limite imposto dalla 
capacità di diffusione dell’ossigeno, è necessario che essa stessa promuova la 
neoformazione di vasi sanguigni, attraverso un evento noto come “switch angiogenico”,89,93 
che consiste nella rottura dell’equilibrio tra segnali pro- ed anti-angiogenetici, a favore dei 
30 
 
primi, e cui contribuiscono non solo le cellule neoplastiche, ma anche le cellule stromali.94 
All’interno della molteplicità dei fattori che sbilanciano in senso pro-angiogenico il pattern 
vascolare sia in tessuti sani, sia in tessuti neoplastici, un ruolo dominante è svolto dal 
Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A), di solito indicato semplicemente come 
VEGF. L’induzione dell’angiogenesi in una rete vascolare quiescente è infatti possibile in 
presenza di elevati livelli di VEGF, unico fattore di crescita costantemente espresso durante 
lo sviluppo tumorale.  
Nella sequenza di eventi che si succedono a partire dall’iniziale formazione di “vasi madre” 
(“mother vessels”) fino alla loro maturazione, si verifica dapprima una vasodilatazione e 
successivamente, in risposta a VEGF, l’aumento della permeabilità dei capillari e delle 
venule post-capillari preesistenti.93 Questo determina lo stravaso nello spazio extravascolare 
di proteine plasmatiche, che si depositano formando una provvisoria matrice su cui si 
attivano le cellule endoteliali migrate, accompagnandosi all’allentamento dello strato di 
periciti. La membrana basale dei vasi e la matrice extracellulare vengono localmente 
degradate per consentire alle cellule endoteliali di migrare nello spazio perivascolare, 
seguendo stimoli chemiotattici angiogenici, mediati, oltre che da VEGF, anche da FGF 
(Fibroblast Growth Factor), angiopoietine, interleuchina-8 (IL-8) e PlGF (Placental Growth 
Factor). Sotto lo stimolo di questi fattori, le cellule endoteliali si moltiplicano, subiscono 
cambiamenti morfologici e formano nello spazio perivascolare una colonna in migrazione. 
Progressivamente, attraverso lo stabilirsi di interazioni intercellulari, le cellule endoteliali 
aderiscono fra loro, conferendo continuità alla rete vascolare. Inoltre, la loro continua 
proliferazione nello spessore della parete vasale consente il progressivo allargamento del 
diametro del vaso. Allo stesso tempo, intorno al vaso in formazione si dispongono le cellule 
perivascolari e si costituisce la lamina basale. Nel contesto della massa tumorale, il processo 
angiogenico sopra descritto avviene in maniera disordinata e caotica, portando alla 
formazione di una rete di vasi tortuosi ed facilmente permeabili.93  
 
I mediatori dell’angiogenesi 
Nel complesso, l’angiogenesi è orchestrata da un’ampia varietà di mediatori attivanti ed 
inibenti,95 che interagiscono con specifici recettori.  
I fattori attivanti sono soprattutto ligandi di recettori ad attività tirosin-chinasica, come 
VEGF, FGF, PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), PlGF, EGF (Epidermal Growth 
Factor), LPA (Lysophosphatic Acid). Tra questi, quello che svolge un ruolo determinante 
nella stimolazione e nel sostegno del processo angiogenico, fisiologico e tumorale, è VEGF. 
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EGF regola positivamente VEGF, FGF e IL-8, mentre LPA regola positivamente i livelli di 
VEGF.  
Il primo inibitore dell’angiogenesi descritto fu la trombospondina-1, glicoproteina 
multifunzionale, secreta dalle cellule epiteliali nella matrice extracellulare, in grado di 
modulare la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali; molte molecole inibenti 
il processo angiogenico, tra cui le “statine”, derivano da proteine più grandi che non hanno 
effetto sull’angiogenesi; tra queste: l’angiostatina (frammento del plasminogeno che lega 
l’ATP sintetasi e l’annessina II), l’endostatina, la tumstatina e la canstatina, frammenti di 
collagene che legano le integrine.96,97 
 
Componenti della via di segnalazione di VEGF 
Il fattore coinvolto nell’angiogenesi meglio caratterizzato è il VEGF. 
Il sistema del VEGF si è conservato come via di trasduzione del segnale essenziale per il 
sistema vascolare ed emopoietico. 
Nei mammiferi, la famiglia del VEGF, appartenente alla superfamiglia di PDGF, consiste di 
sei componenti: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e PlGF. Inoltre, dallo 
splicing alternativo del trascritto del gene umano VEGF, organizzato in 8 esoni separati da 7 
introni, risultano quattro principali isoforme di VEGF-A (VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-
A189, VEGF-A206); l’isoforma VEGF165 può anche essere clivata dalla plasmina e da varie 
metalloproteinasi a livello dell’estremità carbossi-terminale, generando così VEGF-A110 e 
VEGF-A113.98 Sono state anche identificate varianti meno comunemente espresse: VEGF-
A145 e VEGF-A183; anche VEGF-B può essere presente in due isoforme: VEGF-B167 e 
VEGF-B186.  
Nel complesso, i membri della famiglia VEGF sono glicoproteine omodimeriche, che 
agiscono attraverso il legame a recettori ad attività tirosin-chinasica: VEGFR-1 (Vascular 
Endothelial Growth Factor Receptor-1), VEGFR-2 e VEGFR-3, precedentemente noti come 
Flt-1, Flk-1 e Flt-4, rispettivamente.99 Alcuni recettori, come le neuropiline (NRP-1 e NRP-
2), espresse dall’endotelio vascolare, dai neuroni e da alcune cellule tumorali, sono implicati 
nella promozione dell’attivazione di VEGFRs. Si tratta di glicoproteine di superficie, 
inizialmente identificate come recettori per proteine secrete e proteine transmembrana, che 
servono come guida nello sviluppo assonale e neuronale, considerate ad oggi come co-
recettori di VEGF, suggerendo un potenziale ruolo nell’angiogenesi. NRP-1 differisce 
notevolmente dai VEGFRs, in quanto manca del dominio intracellulare con attività catalitica 
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e la sua attività mediata si estrinseca come potenziamento dell’affinità di legame dei ligandi 
a VEGFR-1 e VEGFR-2.100  
Come gli altri recettori ad attività tirosin-chinasica, i VEGFRs si attivano, a seguito del 
legame con il ligando, attraverso omo- o eterodimerizzazione. Alla dimerizzazione dei 
recettori segue l’autofosforilazione su specifici residui di tirosina, che, a loro volta, attivano 
la cascata di segnalazione intracellulare tramite numerosi effettori. 
VEGFR-1 e VEGFR-2, entrambi dotati di sette domini Ig-like extracellulari, di un segmento 
transmembrana e di una porzione intracellulare con i due domini ad attività tirosin-chinasica, 
sono sovraespressi nelle cellule endoteliali di tumori che esprimono VEGF e si 
caratterizzano per un’omologia strutturale del 44%. 
VEGFR-1 è in grado di legare tutte le isoforme di VEGF-A, VEGF-B e PlGF; tuttavia, è in 
grado di legare VEGF con un’affinità 10 volte superiore a quella con cui tale ligando 
interagisce con VEGFR-2; oltre che dalle cellule endoteliali, è espresso anche da monociti, 
macrofagi, cellule staminali ematopoietiche e da altri citotipi. Esiste anche una forma 
solubile, sVEGFR-1, derivata dallo splicing alternativo, il cui significato funzionale è quello 
di modulare o ridurre l’attività di VEGF e PlGF. Studi in cui sono stati allestiti modelli in 
cui VEGFR-1 era sovraespresso hanno suggerito che alla stimolazione del recettore segue 
l’innesco di segnalazioni intracellulari, in cui sono coinvolti PLC-γ (phospholipase C- γ), PI-
3K (p85/phosphatidylinositoli 3’-kinase), SHP-2 (Src homology phosphatase-2), Grb-2 
(Growth factor receptor-bound protein-2), e Nck.101 Sebbene VEGFR-1 sia stato il primo 
recettore di tipo tirosin-chinasi ad essere identificato come target di VEGF, il suo preciso 
ruolo è ancora dibattuto. È stato proposto che VEGFR-1 sia non tanto un recettore che 
trasduce un segnale mitogenico, quanto piuttosto un recettore “decoy”, in grado cioè di 
regolare negativamente l’attività di VEGF sull’endotelio vascolare, prevenendo il legame di 
VEGF a VEGFR-2.102 La funzione di regolatore negativo di VEGF è supportata 
dall’evidenza emersa da studi di gene-targeting, in cui topi VEGFR-1-/- muoiono prima della 
nascita. In questi animali, le cellule endoteliali si sviluppano in maniera eccessiva e non 
sono in grado di organizzarsi in vasi. È proprio l’eccesso di proliferazione degli 
emangioblasti ad essere responsabile della letalità di questo modello murino.103 Attualmente, 
nonostante questi dati, si ritiene che VEGFR-1 abbia funzioni differenti in relazione allo 
stadio dello sviluppo embrionale, a condizioni fisiologiche e patologiche e al tipo cellulare 
in cui è espresso. Rimane, comunque, difficile spiegare come l’attivazione di VEGFR-1 
determini risposte biologiche specifiche, tra cui la mediazione della migrazione dei 
monociti, la sopravvivenza delle cellule staminali ematopoietiche, il reclutamento di 
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progenitori delle cellule endoteliali e il rilascio di fattori di crescita tessuto-specifici. La via 
di segnalazione attivata da VEGFR-1 è coinvolta anche nella metastatizzazione tumorale e 
media la crescita e la migrazione delle cellule neoplastiche. Progenitori ematopoietici 
midollari VEGFR-1-positivi formano cluster cellulari in siti pre-metastatici tumore-specifici 
prima dell’arrivo delle cellule neoplastiche e determinano la disseminazione organo-
specifica del tumore.104 
VEGFR-2 è attivato primariamente da VEGF-A e, secondariamente, dalle forme clivate di 
VEGF-C e VEGF-D ed, inoltre, specificamente da VEGF-E; è espresso dalle cellule 
staminali emopoietiche ed endoteliali. L’attivazione di questo recettore è importante, oltre 
che nell’angiogenesi, anche nella vasculogenesi: evento precoce nello sviluppo embrionale, 
che consiste nella formazione di vasi sanguigni dalle isole ematiche, a partire da precursori 
delle cellule endoteliali, gli angioblasti, che si organizzano a formare plessi di capillari 
primari. Il ruolo di VEGFR-2 nello stabilirsi del supporto vascolare durante l’embriogenesi è 
testimoniato dal fatto che topi knock-out omo- ed eterozigoti per VEGF-2 muoiono in utero, 
a causa dei difetti nella formazione delle isole ematiche e nello sviluppo vascolare.105 
Attualmente si ritiene che la maggior parte delle risposte biologiche a VEGF nelle cellule 
endoteliali sia mediata da VEGFR-2,106 considerato trasduttore cruciale degli eventi che si 
realizzano nell’angiogenesi sia fisiologica che patologica, tra cui l’aumento della 
permeabilità microvascolare, la proliferazione, l’invasione, la migrazione e la sopravvivenza 
delle cellule endoteliali. La cascata di segnalazione, tuttavia, non è ancora completamente 
nota. 
VEGFR-3 è attivato soltanto da VEGF-C e VEGF-D; è espresso nel sistema vascolare 
embrionale, dove svolge un ruolo di supporto nello sviluppo cardiovascolare e nel 
rimodellamento delle reti vascolari primarie durante l’embriogenesi.107 Nell’adulto 
l’espressione di VEGFR-3 è limitata alle cellule endoteliali linfatiche, ma sulla base di 
alcune recenti evidenze si suppone che moduli la segnalazione mediata da VEGFR-2 nel 
mantenimento dell’integrità della rete vascolare.108 
 
L’attività biologica di VEGF 
VEGF è un fattore di crescita pleiotropico, che media molte funzioni attraverso l’attivazione 
di specifici recettori espressi dalle cellule endoteliali. Originariamente, VEGF fu scoperto 
studiando le proprietà dei vasi tumorali, in ragione della sua attività più rapida e potente: 
l’induzione della permeabilità microvascolare.109 Perciò, venne inizialmente nominato 
Vascular Permeability Factor (VPF).  
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Ad oggi, il VEGF rimane tra i più potenti agenti vasopermeabilizzanti noti, agendo a 
concentrazioni inferiori a 1 nmol/L e con una potenza 50.000 volte superiore a quella 
dell’istamina. L’aumento della permeabilità microvascolare, a livello delle venule post-
capillari e dei capillari, è la prima e più evidente attività biologica in vivo di VEGF.110 
Questo rende ragione dell’attribuzione all’espressione di VEGF, da parte delle cellule 
neoplastiche, dell’iperpermeabilità dei vasi tumorali alle proteine plasmatiche, tra cui il 
fibrinogeno e altre proteine della coagulazione. Il sistema della coagulazione viene 
rapidamente attivato dal fattore tissutale e risulta nella deposizione extravascolare di fibrina 
nello stroma tumorale; a ciò consegue che la fibrina trasforma lo stroma, normalmente 
dotato di proprietà anti-angiogeniche, in un microambiente fortemente pro-angiogenico, e, 
insieme alla perdita che si verifica a partire dai vasi linfatici, ritarda la clearance dell’edema, 
conducendo ad un aumento della pressione interstiziale, caratteristico nei tumori solidi.110  
Il meccanismo attraverso cui VEGF induce permeabilizzazione microvascolare non è stato 
ancora completamente chiarito. Secondo alcuni autori le macromolecole attraverserebbero 
l’endotelio per mezzo di una via cellulare trans-endoteliale, coinvolgente organelli 
vescicolari indotti da VEGF.110 Secondo altri, VEGF indurrebbe una fenestrazione 
endoteliale in grado di fornire una via transcellulare addizionale per la fuoriuscita dai vasi 
dei soluti contenuti nel letto vascolare; altri ancora sostengono che VEGF porterebbe 
all’aumento di un flusso inter-endoteliale attraverso l’apertura di giunzioni fra cellule 
endoteliali adiacenti. Infine, alcune evidenze sostengono il ruolo di una via di segnalazione 
calcio-dipendente, coinvolgente l’ossido nitrico (NO), l’attivazione della via Akt e 
l’aumento del GMP ciclico nel determinare la permeabilità VEGF-indotta.111 
Oltre ad aumentare la permeabilità vascolare, VEGF provoca molti altri effetti sulle cellule 
endoteliali, che includono cambiamenti della morfologia cellulare, alterazioni del 
citoscheletro e stimolo alla migrazione e crescita cellulare. Inoltre, aumenta l’espressione di 
molti geni, tra quelli codificanti fattori tissutali pro-coagulanti, proteine coinvolte nelle vie 
fibrinolitiche (urochinasi, attivatore tessuto-specifico del plasminogeno o tPA, inibitore del 
tPA-1, inibitore dell’urochinasi), metalloproteasi della matrice, GLUT-1 (Glucose 
transporter 1), NOS (Nitric Oxide Synthase), integrine ed un’ampia varietà di altre proteine 
mitogeniche.112  
VEGF inibisce in vitro l’apoptosi tramite l’attivazione della via PI3K-Akt e l’induzione 
dell’espressione di alcune proteine anti-apoptotiche, come bcl-2 e A1; inoltre, attiva la 
proteina FAK (Focal Adhesion Kinase) e le proteine associate, che mantengono attivo il 
segnale di sopravvivenza nelle cellule endoteliali.113 
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L’inibizione di VEGF in vivo induce l’apoptosi nelle cellule vascolari della retina ancora 
immature (cioè senza copertura da parte dei periciti) e rallenta lo sviluppo della 
vascolarizzazione embrionale dei topi, senza influenzare tuttavia quella degli animali adulti. 
L’iniezione di VEGF esogeno salva le cellule vascolari retiniche immature dalla distruzione 
e la dipendenza da VEGF è dimostrata per le cellule della vascolarizzazione tumorale di 
nuova formazione, non in quella già formata. La perdita della dipendenza da VEGF nei vasi 
maturi è forse da mettere in relazione, almeno in parte, con la copertura delle cellule 
endoteliali da parte dei periciti. In questo modo, il trattamento di pazienti oncologici con 
farmaci inibenti la funzione di VEGF dovrebbe essere abbastanza specifico e colpire i vasi 
tumorali patologici, senza alterare gli altri.114 
VEGF è, inoltre, induttore della proliferazione secondo varie vie, attivate dalla stimolazione 
di VEGFR-2, che coinvolgono ERK 1 e 2 e JNK/SAPK (appartenenti al gruppo delle MAP 
chinasi).  
La degradazione della membrana basale è un processo necessario alla migrazione delle 
cellule endoteliali e rappresenta un passaggio essenziale nell’angiogenesi. Il VEGF induce la 
sintesi di una serie di enzimi e di proteine coinvolte nella degradazione, tra cui metallo-
proteasi degradanti la matrice, metallo-proteasi interstiziali, collagenasi, serin-proteasi, 
come uPA (urokynase-type Plasminogen Activator) e TTPA (Tissue-type Plasminogen 
Activator). L’attivazione di queste proteine porta alla costituzione di un microambiente pro-
degradativo che facilita la migrazione e la gemmazione delle cellule endoteliali. Il VEGF 
promuove l’espressione del recettore dell’uPA sulle cellule endoteliali, mentre uPA, a sua 
volta, porta ad un’aumentata produzione di una serie di fattori angiogenici tra cui VEGF, 
determinando l’innesco di una sorta di sistema autocrino in loop.115  
Nel complesso, tutti questi dati testimoniano che il VEGF interviene da protagonista in 





2.2 CENNI DI TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA 
 
Il crescere delle conoscenze sul fenomeno angiogenico e, in particolare, l’individuazione 
della via di segnale mediata da VEGF come principale regolatore dell’angiogenesi hanno 
suscitato grande interesse ed aperto la strada a nuove prospettive nella terapia anti-tumorale. 
Il passo decisivo a dimostrazione che l’inibizione dell’attività biologica di un fattore 
angiogenico, di derivazione tumorale, potesse sopprimere la crescita neoplastica in vivo, 
risale a quasi vent’anni fa.116 In particolare, si osservò come il trattamento con anticorpi 
monoclonali specifici per VEGF inibisse in vivo la crescita di xenotrapianti di 
rabdomiosarcoma, glioblastoma multiforme e leiomiosarcoma umano.  
Diverse modalità di inibizione dell’angiogenesi sono state esplorate:117 anticorpi 
neutralizzanti VEGF e VEGFR, ed inibitori di tirosin-kinasi di VEGFRs. 
Tra i farmaci anti-angiogenici sviluppati, il primo ad essere stato approvato dalla FDA 
(Food and Drug Administration), nel 2004, fu bevacizumab,118 anticorpo monoclonale 
ricombinante umanizzato anti-VEGF. Ad oggi è l’unico agente anti-angiogenico indicato nel 
trattamento in prima e seconda linea del carcinoma del colonretto metastatico, in 
combinazione con regimi chemioterapici comprendenti fluoropirimidine.  
Bevacizumab è stato sviluppato dall’anticorpo monoclonale murino anti-VEGF A4.6.1, che 
aveva mostrato un’ottima efficacia nel sopprimere la crescita di tumori xenotrapiantati in 
modelli animali.116,119 Tuttavia, essendo una proteina esogena, il potenziale uso di A4.6.1 era 
limitato nell’uomo a causa dell’elevato potere immunogeno. Per superare questa limitazione, 
l’anticorpo murino anti-VEGF è stato sottoposto ad umanizzazione, attraverso mutagenesi 
sito-diretta. Bevacizumab, che è per il 93% umano e per il restante 7% murino, riconosce 
tutte le principali isoforme di VEGF con un’affinità di legame analoga a quella 
dell’anticorpo murino.120  
Bevacizumab si lega a VEGF, neutralizzandolo, ovvero impedendone il legame ai rispettivi 
recettori, espressi a livello endoteliale. Da ciò derivano effetti sulla vascolatura, tra cui i più 
significativi sono l’inibizione dell’angiogenesi e della rivascolarizzazione, la regressione e la 
normalizzazione della preesistente rete vascolare tumorale e l’inibizione del reclutamento di 
progenitori endoteliali di origine midollare.121 Normalizzando la rete vascolare tumorale 




Un ampio numero di studi preclinici ha dimostrato che la terapia anti-angiogenica 
singolarmente può inibire la crescita di un’ampia gamma di linee cellulari di tumori umani 
trapiantati in topi nudi, seppur con un’attività citotossica modesta.116,122-124 Questo dato 
emergeva dall’osservazione che la somministrazione di bevacizumab in linee cellulari 
tumorali aveva un effetto limitato sul loro tasso di proliferazione, a conferma di come 
l’effetto farmacodinamico primario di bevacizumab non riguardasse tanto la proliferazione 
delle cellule neoplastiche, quanto piuttosto quella delle cellule endoteliali.124,125 In ambito 
preclinico, la combinazione di bevacizumab a chemioterapici convenzionali in linee cellulari 
di neoplasie umane trapiantate in topi nudi mostrava un’attività anti-tumorale maggiore 
rispetto alla monoterapia, sia a base di chemioterapico, sia a base di anti-angiogenico.125  
La dimostrazione, negli studi preclinici, che inibitori di VEGF e VEGFR in monoterapia 
fossero in grado di determinare una regressione tumorale poneva la domanda se, 
effettivamente, questi agenti fossero meramente citostatici.107  
In studi clinici di fase II, la percentuale di risposte obiettive a bevacizumab, somministrato 
in monoterapia, era modesta,126,127 suggerendo la possibilità di ottimizzare l’impiego degli 
anti-angiogenici affiancando a tali agenti una terapia citotossica, che agisse direttamente sul 
comparto delle cellule neoplastiche proliferanti. Questa ipotesi, assieme ai risultati degli 
studi preclinici circa l’uso di bevacizumab in combinazione a citotossici rispetto alla 
monochemioterapia e alla monoterapia con anti-VEGF, ha fornito il razionale per condurre 
studi clinici, in cui valutare se l’aggiunta di bevacizumab aumentasse l’efficacia della 
chemioterapia nel trattamento di diverse neoplasie solide, tra cui il carcinoma colorettale 
metastatico,128-131 il carcinoma polmonare non a piccole cellule avanzato132,133, il carcinoma 
mammario metastatico.134-138  
I risultati dei sopracitati studi, preclinici e clinici, hanno fatto sorgere la questione di quali 
fossero i meccanismi responsabili del potenziamento dell’attività anti-tumorale, osservato 
combinando chemioterapici e bevacizumab. Ad oggi, la questione rimane ancora aperta.  
Tra le ipotesi più accreditate e condivise a spiegazione di ciò, si ritiene che il blocco di 
VEGF, attraverso bevacizumab, risulti in cambiamenti morfologici dei vasi tumorali, 
miglioramento della loro funzionalità e aumento delle risposte alla chemioterapia.121  I vasi 
intratumorali di neoformazione sono anormali nella struttura e nella funzione: l’immaturità 
dei componenti di parete, l’irregolarità del profilo e del flusso ematico sono responsabili 
dello sviluppo di un microambiente, caratterizzato da ipertensione interstiziale, ipossia ed 
acidosi, che interferisce sulla chemiosensibilità delle cellule tumorali e costituisce una 
barriera al raggiungimento di concentrazioni efficaci dei chemioterapici. La terapia anti-
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VEGF normalizza la vascolatura tumorale, diradando i vasi immaturi ed inefficienti e 
rimodellando i rimanenti, riducendo il diametro e la permeabilità vascolare, da cui la 
riduzione della pressione interstiziale e, di conseguenza, l’aumento della tensione 
dell’ossigeno e della penetrazione di chemioterapici.  
Dati emersi da studi preclinici condotti su modelli murini hanno generato nuove ipotesi per 
spiegare come l’effetto del trattamento con bevacizumab possa dipendere anche dal partner 
chemioterapico associato. È stato ipotizzato che differenti chemioterapie possono avere 
variabili effetti in senso pro-angiogenico, coinvolgendo vie di segnale VEGF-indipendenti, 
e, quindi, influenzare indirettamente l’efficacia dell’anti-VEGF. Recenti studi, in ambito 
preclinico, suggeriscono che l’infiltrazione tumorale da parte di cellule mieloidi contribuisce 
all’angiogenesi e, quindi, alla crescita neoplastica.139-141 Cellule neoplastiche e stromali 
reclutano nel microambiente tumorale cellule mieloidi di origine midollare, attraverso la 
secrezione di citochine e chemochine, tra cui GM-CSF (Granulocyte Macrophage-colony 
stimulating factor), IL-6 (interleukine-6), SDF1 e Bv8 (Bombina variegata peptide 8). GM-
CSF, prodotto dalle cellule neoplastiche e dai granulociti infiltranti il tumore, assieme ai 
fibroblasti determina una sovra-regolazione di Bv8 a livello midollare, che risulta indurre la 
differenziazione di progenitori mieloidi e la loro mobilizzazione nel sangue periferico.142 
L’homing delle cellule mieloidi favorisce la crescita tumorale, mediante il rilascio di Bv8, 
che agisce come fattore pro-angiogenico sfruttando una via di segnalazione non VEGF-
mediata.143-145 In questo modo, aumentate concentrazioni di granulociti a livello tumorale 
potrebbero conferire direttamente resistenza a bevacizumab, attraverso l’attivazione di vie di 
segnalazione pro-angiogeniche VEGF-indipendenti. Nel caso in cui Bv8, secreta dai 
neutrofili, conferisse resistenza a bevacizumab, la migliore efficacia di bevacizumab quando 
somministrato in associazione a citotossici potrebbe essere secondaria all’effetto 
neutropenizzante del regime chemioterapico.146 
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2.3 BEVACIZUMAB NEL CARCINOMA COLORETTALE METASTATICO 
  
Lo scenario delle possibili scelte terapeutiche nel carcinoma colorettale metastatico (mCRC) 
si è ampliato negli ultimi anni grazie allo sviluppo e alla successiva introduzione nella 
pratica clinica delle “targeted therapies”. Queste acquisizioni terapeutiche sono il frutto 
dell’evoluzione delle tecniche di biologia molecolare e della comprensione sempre più 
ampia delle complesse dinamiche della trasformazione cellulare. La crescente 
consapevolezza del tumore come “malattia genetica” e la caratterizzazione delle alterazioni 
molecolari responsabili della perdita del controllo proliferativo e differenziativo cellulare 
hanno fortemente incoraggiato la progettazione, lo sviluppo e la sperimentazione di farmaci 
a target molecolare specifico. Ad oggi, hanno un’indicazione clinica farmaci in grado di 
interferire con due vie di segnale, determinanti nell’insorgenza e nell’evoluzione del CRC: 
quella neo-angiogenica, il cui principale attivatore è VEGF, verso cui è diretto l’anticorpo 
monoclonale bevacizumab, e quella a valle del fattore di crescita epidermico (EGFR, 
Epidermal Growth Factor Receptor), con cui interferisce l’anticorpo monoclonale 
cetuximab. 
Lo studio di fase III randomizzato AVF2107128 ha portato alla registrazione di bevacizumab 
nel trattamento del carcinoma colorettale metastatico, da parte della Food and Drug 
Administration (FDA) nel febbraio 2004 e, successivamente, della European Medicine 
Agency (EMA) nel gennaio 2005.  
Nell’ambito dello studio, 813 pazienti affetti da carcinoma colorettale metastatico non 
precedentemente trattato sono stati randomizzati a ricevere lo schema chemioterapico IFL 
(irinotecano, 5-fluorouracile [5FU]/leucovorin [LV]) più bevacizumab o IFL più placebo. Il 
disegno iniziale dello studio prevedeva un ulteriore braccio di randomizzazione (5FU/LV e 
bevacizumab), bloccato dopo l’arruolamento di 313 pazienti (circa 100 pazienti per braccio), 
alla prima analisi formale ad interim che considerava accettabile il profilo di safety del 
regime IFL e bevacizumab. L’aggiunta di bevacizumab ha prodotto risultati 
significativamente superiori in termini di risposte obiettive (Response Rate, RR: 44.8% 
versus 34.8%; p=0.004), sopravvivenza libera da progressione (mPFS: 10.6 versus 6.2 mesi; 
p<0.001; HR=0.54) e sopravvivenza globale (mOS: 20.3 versus 15.6 mesi; p<0.001; 
HR=0.66).128  
Uno studio di fase II randomizzato ha arruolato 209 pazienti con mCRC, non candidati 
ottimali per un trattamento a base di irinotecano, confrontando l’associazione di 
bevacizumab e 5FU/LV con lo stesso regime chemioterapico senza l’anti-VEGF. La 
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combinazione di bevacizumab e 5FU/LV permetteva di ottenere una PFS mediana di 9.2 
versus 5.5 mesi (HR=0.50; p=0.0002), un RR di 26.6% versus 15.2%, ai limiti della 
significatività (p=0.055), ed un trend positivo, ma non significativo, di OS mediana di 16.6 
versus 12.9 mesi (HR=0.79; p=0.16).147 Un precedente studio di fase II,148 condotto dallo 
stesso gruppo, aveva randomizzato 104 pazienti, non pretrattati, nei tre seguenti bracci: un 
braccio di controllo ricevente 5FU/LV in bolo e due bracci sperimentali, riceventi 5FU/LV e 
bevacizumab rispettivamente a 5 mg/Kg q14 ed a 10 mg/Kg q14. I risultati evidenziavano 
un vantaggio significativo in RR (40% versus 17%; p=0.029) ed un trend positivo in OS 
mediana (21.5 versus 13.8 mesi; p=0.137) per il braccio comprendente bevacizumab a basse 
dosi, rispetto al braccio di controllo. L’aumento di dose dell’anti-VEGF non si è rivelato 
utile ad incrementare l’efficacia del trattamento (RR: 24% versus 17%; p=0.434 e mOS: 
16.1 versus 13.8 mesi; p=0.582, rispettivamente nel braccio controllo e nel braccio con 
bevacizumab ad alte dosi). 
L’analisi combinata dei tre studi randomizzati sopracitati ha posto a confronto un gruppo di 
pazienti che hanno ricevuto la combinazione di bevacizumab (5 mg/Kg q14) e 5FU/LV e un 
gruppo di controllo combinato costituito da pazienti trattati con sola chemioterapia (5FU/LV 
o IFL). L’indagine ha condotto alla conclusione che bevacizumab ha dimostrato attività e 
efficacia in combinazione alla chemioterapia 5FU/LV in pazienti con carcinoma colorettale 
metastatico, determinando un beneficio clinico significativo, rispetto alla sola 
chemioterapia, in termini di OS mediana (17.9 versus 14.6 mesi; HR=0.74; p=0.008), RR 
(34.1% versus 24.5%, p=0.019) e PFS mediana (8.8 versus 5.6 mesi; HR=0.63; p<0.001).149 
L’inclusione nel gruppo di controllo di pazienti trattati con IFL, sebbene statisticamente 
conservativa, potrebbe avere in parte sottostimato l’effettivo beneficio derivato dall’aggiunta 
di bevacizumab a 5FU/LV. 
Con l’obiettivo di definire il migliore regime chemioterapico di associazione di 
fluoropirimidine (5FU e capecitabina) ed irinotecano, è stato condotto uno studio in cui sono 
stati randomizzati 430 pazienti, non precedentemente trattati per malattia avanzata, a 
ricevere il regime FOLFIRI (irinotecano e 5FU/LV infusionale; n=144), mIFL (irinotecano e 
5FU/LV in bolo; n=141) o CapeIri (irinotecano e capecitabina; n=145). In seguito 
all’approvazione di bevacizumab, il protocollo dello studio è stato modificato e sono stati 
randomizzati altri 117 pazienti in due bracci, di cui il primo di 57 pazienti trattato con 
FOLFIRI più bevacizumab ed il secondo di 60 pazienti trattati con mIFL più bevacizumab. 
L’arruolamento nel braccio con CapeIRI è stato interrotto a causa dell’alto tasso di diarrea 
severa. Questo lavoro ha dimostrato la superiorità dello schema infusionale (FOLFIRI) 
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rispetto al regime mIFL, entrambi senza aggiunta di bevacizumab, in termini di PFS (7.6 
versus 5.9 mesi; p=0.004; HR=1.51). Inoltre, il braccio trattato con FOLFIRI e bevacizumab 
riportava una mOS significativamente superiore rispetto al braccio mIFL più bevacizumab 
(28.0 versus 19.2 mesi; p=0.037; HR=1.79), confermando che la combinazione di 5FU 
infusionale ed irinotecano, rispetto a quella con 5FU in bolo, rappresenta la schedula più 
efficace e meno tossica per l’associazione con l’anticorpo anti-VEGF.150,151 
L’associazione di bevacizumab a regimi contenenti oxaliplatino in prima linea è stata 
valutata nello studio NO16966,130 in cui 1401 pazienti sono stati randomizzati a ricevere 
capecitabina e oxaliplatino (XELOX) o 5FU/LV e oxaliplatino (FOLFOX) più  
bevacizumab o placebo. La PFS mediana, obiettivo primario dello studio, nel gruppo di 
pazienti trattati con bevacizumab è stata di 9.4 rispetto a 8.0 mesi nei pazienti che avevano 
ricevuto il placebo (HR=0.83; p=0.0023), mentre la differenza in termini di sopravvivenza 
globale non ha raggiunto la significatività statistica (21.3 versus 19.9 mesi; HR=0.89; 
p=0.077). I tassi di risposta sono risultati sovrapponibili nei due bracci di trattamento (47% 
versus 49%; p=0.31). L’effetto di bevacizumab è sembrato meno rilevante rispetto a quanto 
atteso dopo i dati dello studio AVF2107,128 aprendo nuovi interrogativi sul miglior partner 
chemioterapico da associare a bevacizumab. Gli autori indicavano come possibile 
spiegazione di tale discrepanza la frequente interruzione del trattamento con anti-VEGF e 
chemioterapia, prima della progressione di malattia, nella maggioranza dei casi per cause 
diverse da tossicità riferibili a bevacizumab.  
L’efficacia di bevacizumab nel carcinoma colorettale metastatico in linee di trattamento 
successive alla prima è stata dimostrata dallo studio ECOG 3200,152 condotto su pazienti che 
avevano già ricevuto lo schema FOLFIRI in prima linea. Dei tre bracci dello studio, quello 
in cui bevacizumab era somministrato in monoterapia è stato precocemente chiuso, per la 
netta evidenza di scarsa attività. Il regime di combinazione FOLFOX-4 (5FU/LV e 
oxaliplatino) più bevacizumab si è dimostrato, invece, superiore al solo FOLFOX-4, in 
termini di PFS mediana (7.4 versus 5.5 mesi; p=0.0003) e di OS mediana (12.5 versus 10.7 
mesi; p=0.0024), a prezzo di una tossicità lievemente maggiore e limitata alle reazioni 
avverse attribuibili a bevacizumab. 
Due ampi studi osservazionali (fase IV), BEAT153 e BRiTE154 (“Bevacizumab Expanded 
Access Trial” e “Bevacizumab Regimens Investigation of Treatmente Effects and Safety”), 
hanno arruolato ciascuno circa 2000 pazienti, trattati con bevacizumab in associazione a 
FOLFOX, FOLFIRI, XELOX o fluoropirimidine in monoterapia, ed hanno dimostrato che 
l’aggiunta dell’anticorpo anti-VEGF alla chemioterapia è praticabile e sicura (obiettivo 
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primario degli studi) ed è associata ad ottimi risultati in termini di PFS e OS mediana, 
obiettivi secondari.  
Nello studio BEAT sono stati registrati su larga scala, le reazioni avverse di grado 3 e 4 
(secondo National Cancer Institute Common Terminology Criteria version 3.0, NCI-
CTCAEv3.0) legate alla terapia con bevacizumab, quali il sanguinamento (3%), la 
perforazione gastrointestinale (2%), l’ipertensione (5.3%), la proteinuria (1%), le 
complicanze nella guarigione delle ferite (1%), emerse anche in altri studi, ma con minore 
incidenza. Quanto all’efficacia, sono state osservate una PFS mediana di 10.8 mesi e una OS 
mediana di 22.7 mesi.  
Lo studio BRiTE, in aggiunta a quanto verificato nello studio BEAT, ha analizzato 
retrospettivamente l’outcome di pazienti con carcinoma colorettale metastatico dopo la 
prima linea di trattamento. In particolare, i dati di OS sono stati analizzati e confrontati 
distinguendo i pazienti in tre gruppi: i) non trattati; ii) trattati con CT; iii) trattati con 
bevacizumab. Nei tre gruppi, l’OS mediana è stata rispettivamente di 12.6, 19.9 e 31.8 mesi. 
Riguardo agli effetti avversi, tromboembolie arteriose, sanguinamenti di grado 3 e 4 e 
perforazioni gastrointestinali sono stati osservati con incidenza simile nei tre gruppi, con 
maggiore incidenza di ipertensione arteriosa nei pazienti del terzo gruppo.  
In una recente metanalisi,155 è stato ipotizzato che, in trattamenti di prima linea, il vantaggio 
derivato dall’aggiunta di bevacizumab a chemioterapia (IFL, FOLFOX, XELOX, 5FU/LV), 
in termini di PFS ed OS (aumento del 17.1% e 8.6%, rispettivamente), a confronto con la 
sola chemioterapia, possa dipendere, in misura variabile, dallo schema di citotossici 
combinato. Inoltre, la metanalisi sottolinea come il fatto che bevacizumab non sembri 
consentire un maggiore tasso di risposte, nonostante si osservi un trend ai limiti della 
significatività (p=0.085), non sia tanto sorprendente, in quanto è noto che la riduzione 
dimensionale delle lesioni tumorali  rappresenti un parametro inappropriato per apprezzare il 
beneficio derivato da farmaci anti-angiogenici, ad azione citostatica più che citotossica. 
Infatti, questi agenti sono in grado di determinare un controllo di malattia clinicamente 
significativo, che si traduce in un miglioramento della sopravvivenza, sebbene non determini 
un’evidente downsizing tumorale. L’uso di bevacizumab in associazione a chemioterapia 
migliora l’efficacia del trattamento nella popolazione complessiva di pazienti. Tuttavia, è 
ipotizzabile che l’entità del beneficio possa essere aumentato da una più accurata selezione 





CAPITOLO 3. ATTUALITÀ DELLA RICERCA FARMACOGENETICA 
TRASLAZIONALE NELLA TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA 
 
I dati riportati nel precedente capitolo testimoniano che il trattamento di combinazione 
bevacizumab e chemioterapici convenzionali ha consentito il raggiungimento di un 
beneficio maggiore nell’outcome,128-137 rispetto alla sola terapia con agenti citotossici. 
Tuttavia, non è trascurabile che questi dati derivano da studi condotti senza alcuna selezione 
molecolare dei pazienti e che il trattamento con bevacizumab risulta associato a specifiche 
tossicità e ad un incremento importante dei costi del trattamento. Altro elemento che emerge 
dagli studi è che verosimilmente, in base ai dati di sopravvivenza, la terapia con l’anti-
VEGF non dia beneficio ai pazienti in eguale misura, risultando talvolta non necessaria. 
Oltre a ciò, considerando che esistono ad oggi alternative terapeutiche, almeno per specifici 
sottogruppi di pazienti, l’obiettivo primario rimane identificare fattori biomolecolari in 
grado di predire l’efficacia di bevacizumab. Migliorando, in questo modo, la selezione dei 
pazienti potenziali beneficiari della terapia con bevacizumab, ciò faciliterebbe la gestione 
clinica del paziente con mCRC e potrebbe, inoltre, contribuire alla conoscenza delle basi 
dell’eterogeneità nella risposta alla terapia con l’anticorpo anti-VEGF.  
Il fatto che l’angiogenesi tumorale sia un fenomeno complesso ed in gran parte dipendente 
dal genotipo dell’ospite,156 con scarsa o nulla influenza del substrato genetico tumorale, 
supporta la possibilità di una ricerca farmacogenetica. Un’ovvia strategia per caratterizzare 
le basi genetiche delle differenze interindividuali nella risposta a bevacizumab è costituita 





3.1 STUDIO DEI POLIMORFISMI DEL PATHWAY DI VEGF/VEGFR 
 
La scelta del pathway di VEGF/VEGFR come oggetto di indagini farmacogenetiche è 
supportata dal fatto che, oltre a rappresentare il bersaglio di bevacizumab, i geni in questione 
sono altamente polimorfici, ovvero presentano numerosi polimorfismi. Inoltre, la 
genotipizzazione di VEGF e VEGFR presenta vantaggi pratici e tecnici, in quanto si tratta di 
una metodica qualitativa, riproducibile e di facile esecuzione. 
I polimorfismi sono variazioni della sequenza del DNA, che differiscono dalle mutazioni 
geniche in quanto sono presenti nella popolazione sana e hanno una frequenza maggiore 
all’1%. Circa il 90% dei polimorfismi del DNA sono polimorfismi a singolo nucleotide 
(SNPs), dovuti alla sostituzione di una sola base; altri comprendono polimorfismi 
inserzione/delezione e polimorfismi microsatelliti e minisatellite. Sebbene molti 
polimorfismi siano funzionalmente neutri, alcuni hanno effetti sulla regolazione 
dell’espressione genica o sulla funzionalità della proteina codificata. Questi polimorfismi 
funzionali, nonostante siano spesso a bassa penetranza, possono contribuire 
significativamente a differenze interindividuali nella suscettibilità e severità delle patologie 
e nella risposta individuale ai farmaci. Alcuni di essi, singolarmente, in combinazione o 
interagendo con fattori ambientali, possono influenzare il processo angiogenico, il rischio 
oncologico e l’aggressività biologica della neoplasia.157 La definizione del ruolo di 
polimorfismi a carico di geni codificanti mediatori angiogenici che condizionino la 
suscettibilità e/o la biologia del tumore può migliorare la nostra conoscenza 
dell’angiogenesi, contribuire alla stratificazione del rischio ed orientare la ricerca e l’uso di 
nuove strategie terapeutiche.  
Sulla base di numerosi dati che suggerivano significative differenze interindividuali nei 
livelli plasmatici di VEGF,158-160 sono stati condotti i primi studi con l’obiettivo di stimare la 
variabilità del gene VEGF e di determinare come quest’ultima potesse influenzare 
l’espressione della proteina. È stato ipotizzato, inoltre, che modifiche nella sequenza genica 
di VEGF potrebbero rendere lo stroma tumorale indipendente o scarsamente dipendente 
dalla via di segnalazione di VEGF e la malattia poco sensibile alla sua inibizione.161  
Tra le prime esperienze in questo ambito di indagine, l’analisi del promotore e della regione 
5’UTR del gene VEGF ha portato all’identificazione di alcuni loci polimorfici, la 
maggioranza dei quali dovuti a sostituzioni di singola base (SNPs).162 Cellule ematiche 
mononucleate periferiche di soggetti sani sono state poste in coltura e stimolate con 
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lipopolisaccaride (LPS) o con ioni di cobalto e sono stati misurati nel sopranatante i livelli di 
VEGF, successivamente genotipizzato. Tra i polimorfismi identificati, l’unico per il quale si 
è riscontrata una correlazione tra genotipo e produzione di VEGF LPS-stimolata è stato 
VEGF rs2010963 C/G: produzioni decrescenti sono state osservate per i genotipi G/G, G/C e 
C/C. Questo dato è stato confermato, successivamente, in uno studio che si proponeva di 
valutare se e come i polimorfismi di VEGF influenzassero l’espressione genica e l’attività 
angiogenica, in termini di densità microvascolare, in pazienti con carcinoma del polmone 
non a piccole cellule.163 Dall’analisi emergeva che il genotipo VEGF rs2010963 C/C era 
correlato ad una ridotta espressione di VEGF e densità microvascolare, quando confrontato 
ai genotipi G/C e G/G. E’ stato ipotizzato che questa correlazione sia da riferire al fatto che 
la presenza dell'allele C possa alterare il sito di legame della proteina mieloide zinc finger 
(MZF1, myeloid zinc finger protein-1), che funziona da fattore trascrizionale durante la 
mielopoiesi,164 da cui una riduzione della trascrizione genica e della produzione di VEGF.  
Un altro studio165 ha dimostrato che i livelli plasmatici di VEGF sono significativamente 
inferiori nei soggetti sani portatori dell’allele T del polimorfismo VEGF rs3025039 C/T, 
rispetto ai non portatori. E’ stato ipotizzato che la presenza del polimorfismo VEGF 
rs3025039 C/T possa determinare la perdita di un sito di legame per il fattore trascrizionale 
AP-4 (Activator Protein-4), non meglio caratterizzato.  
Uno studio che si proponeva di valutare se variazioni nell’espressione genica di VEGF 
influissero nello sviluppo del rigetto acuto di trapianto renale,166 mediante la promozione 
della adesione e della migrazione di leucociti attraverso l’endotelio, ha condotto 
all’identificazione e alla caratterizzazione funzionale di altri due SNPs di VEGF. Gli SNPs 
in questione, VEGF rs1570360 G/A e VEGF rs699947 C/A, hanno mostrato una relazione 
con il rischio di rigetto; in particolare, i genotipi omozigoti VEGF rs1570360 G/G e VEGF 
rs699947 C/C sono risultati associati ad un rischio maggiore rispetto agli eterozigoti. Al fine 
di definire il ruolo funzionale di questi polimorfismi, è stata valutata la produzione di VEGF 
da parte di cellule ematiche mononucleate periferiche di volontari sani: omozigoti VEGF 
rs1570360  G/G e VEGF rs699947 C/C sono associati ad una produzione maggiore di 
VEGF.  
All’analisi degli aplotipi, la combinazione di varianti alleliche più comune nella popolazione 
normale risultava VEGF rs833061C/rs2010963G.162 L’impatto di questo aplotipo sulla 
trascrizione basale e stimolata di VEGF è stato valutato usando linee cellulari MCF7 di 
carcinoma mammario umano.167 Confrontato con la sequenza wild-type, l’aplotipo VEGF 
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rs833061C/rs2010963G risulta associato ad un incremento dell’attività del promotore del 
71%, probabilmente da ricondurre alla presenza dell’allele rs2010963 G. 
In considerazione dell’ampia eterogeneità dei dati presenti in letteratura, la questione sul 
ruolo funzionale dei polimorfismi di VEGF e degli altri geni coinvolti in questo pathway 




3.2 RUOLO PROGNOSTICO E PREDITTIVO DI POLIMORFISMI  
DEL PATHWAY DI VEGF/VEGFR 
 
Sulla base di quanto detto, considerando l’eterogeneità dei dati, la questione sul ruolo 
funzionale dei polimorfismi di VEGF/VEGFR resta tutt’ora aperta, così come quella sul loro 
ruolo prognostico e/o predittivo. 
In uno studio condotto su campioni di tumore del polmone non a piccole cellule,163 
provenienti da 36 pazienti, 3 polimorfismi di VEGF (rs699947 C/A; rs2010963 G/C e 
rs1570360 G/A) sono stati correlati con l’espressione di VEGF nelle cellule neoplastiche, 
esaminata con tecniche di immunistochimica, e con l’attività angiogenica tumorale, stimata 
sulla base della densità microvascolare. Il genotipo VEGF rs1570360 A/A è risultato 
associato ad una bassa espressione di VEGF e a scarsa densità microvascolare, se comparato 
al genotipo G/G; lo stesso è risultato per il genotipo VEGF rs699947 C/C rispetto a C/A e 
per il genotipo VEGF rs2010963 G/G rispetto a G/C. In assenza della valutazione di 
un’eventuale associazione di questi polimorfismi con l’outcome dei pazienti, tali dati 
lasciano aperta la questione se i polimorfismi risultati associati a minore espressione di 
VEGF e densità microvascolare siano effettivamente correlati ad una biologia tumorale 
meno aggressiva.  
Gli stessi polimorfismi (VEGF rs699947 C/A; rs2010963 G/C e rs1570360 G/A) sono stati 
studiati in un'altra indagine al fine di valutarne il ruolo prognostico in una coorte di 563 
pazienti con carcinoma ovarico.168 Nessuno tra gli SNPs presentava una significatività 
statistica nel predire l’outcome di tali pazienti, né all’analisi univariata, né a quella 
multivariata. 
L’impatto di altri polimorfismi di VEGF sulla prognosi è stato poi studiato in una coorte di 
500 pazienti con carcinoma gastrico, trattato nella maggior parte dei casi con resezione 
gastrica e dissezione linfonodale, solo in una minoranza di casi con gastrectomia 
palliativa.169 Dei quattro polimorfismi di VEGF in questione (rs833061 C/T; rs1570360 
C/A; rs2010963 G/C e rs3025039 C/T), analizzati su DNA proveniente dai campioni 
istologici del tumore, solo uno, VEGF rs3025039 C/T, mostrava una significativa 
associazione con la prognosi: il genotipo T/T presentava una peggiore OS rispetto al 
genotipo C/C (HR=3.23; 95% CI 1.13-9.25; p=0.037), da ricondurre alla correlazione con 
una maggiore frequenza di malattia metastatica (p=0.0035).170 Considerando solo pazienti 
con carcinoma gastrico in stadio 0 e I, all’analisi multivariata, l’OS e la PFS nei portatori del 
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genotipo VEGF rs833061 C/T o C/C erano peggiori rispetto a quelle dei portatori del 
genotipo T/T (OS, HR=3.96, 95% CI 1.08-14.52, p=0.038; PFS, HR=4.87, 95% CI 1.36-
17.43, p=0.015), mentre gli altri polimorfismi non avevano alcun effetto sulla 
sopravvivenza. Il presente studio dimostrava, quindi, che alcuni polimorfismi di VEGF sono 
fattori prognostici indipendenti nel carcinoma gastrico, quindi potenziali elementi per la 
stratificazione dei pazienti in base al rischio. 
Esperienze per valutare il significato prognostico di SNP di VEGF sono state condotte anche 
nella neoplasia polmonare in stadio precoce (I e II). In uno studio, tre polimorfismi di VEGF 
(VEGF rs3025039 C/T, rs833061 T/C e rs2010963 G/C) sono stati tipizzati su DNA da 
cellule ematiche periferiche di pazienti con carcinoma polmonare non a piccole cellule in 
stadio I e II.171 Ne è emerso che pazienti portatori della variante allelica C del polimorfismo 
VEGF rs2010963 hanno una sopravvivenza significativamente migliore (HR=0.70, 95% CI 
0.54-0.91, p=0.008): la sopravvivenza a 5 anni per questi pazienti è 61% (95% CI, 54-67%) 
rispetto a 51% (95% CI, 43-59%) dei portatori della variante allelica G. Inoltre, è stata 
osservata una migliore sopravvivenza, seppur non significativa, tra i pazienti portatori della 
variante T del polimorfismo VEGF rs3025039 C/T (HR=0.73, 95% CI 0.52-1.03, p=0.07). 
Nessuna associazione significativa è stata riscontrata per il polimorfismo VEGF rs833061 
C/T. 
Recentemente è stato valutato, in modo retrospettivo, il ruolo predittivo e prognostico di 
alcuni polimorfismi di VEGF nell’ambito dello studio di fase III ECOG2100,172 in cui 
pazienti con carcinoma della mammella metastatico sono state randomizzate a ricevere 
paclitaxel con o senza bevacizumab. L’analisi post-hoc di alcune determinanti geniche, 
condotte su campioni tumorali, ha evidenziato nel braccio trattato con bevacizumab una 
significativa associazione del genotipo VEGF rs699947 A/A con una migliore OS, rispetto 
alle varianti dello stesso polimorfismo comprendenti almeno un allele C (HR=0.58, 95% CI 
0.36-0.93, p=0.023). Inoltre è emerso come ogni allele A del polimorfismo VEGF 
rs1570360 sembri esercitare un effetto additivo nel miglioramento della sopravvivenza: i 
soggetti con genotipo rs1570360 G/G hanno mostrato una OS di 22.3 mesi, quelli con 
genotipo rs1570360 G/A di 29.8 mesi e quelli con rs1570360 A/A di 46.5 mesi (HR=0.62, 
95% CI 0.46-0.83, p=0.001). Gli stessi autori hanno successivamente riportato come il test 
di interazione, strumento in grado di definire statisticamente quanto l’effetto del 
determinante genetico sull’outcome sia realmente legato al trattamento, in questo caso a 
bevacizumab, sia significativo per quanto riguarda l’impatto del polimorfismo VEGF 
rs1570360 A/A (p=0.02), ma non per quello del polimorfismo VEGF rs699947 A/C. Questo 
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è il primo studio che ha identificato alcuni polimorfismi di VEGF come potenziali marcatori 
predittivi della risposta alla terapia con bevacizumab in combinazione a chemioterapia. 
In uno studio di fase II condotto su 70 pazienti affette da carcinoma ovarico recidivato,173 in 
trattamento con ciclofosfamide e bevacizumab, sono stati analizzati i polimorfismi 
rs2010963 C/G e rs3025039 C/T di VEGF. In questo studio, è stato riscontrato un trend 
verso la significatività statistica per la correlazione tra il polimorfismo VEGF rs3025039 
C/T e la PFS; la PFS è risultata di 11.8, 5.5 e 3.2 mesi nei pazienti con genotipo VEGF 
rs3025039 C/T, C/C e T/T rispettivamente (p=0.061).  
Nello studio di fase III AVITA174, che valuta l’aggiunta di bevacizumab alla terapia di prima 
linea con erlotinib e gemcitabina in pazienti con tumore del pancreas metastatico, le diverse 
varianti alleliche del polimorfismo VEGFR-1 rs9582036 A/C sono risultate associate ad una 
differente OS solo nel gruppo di pazienti trattati con bevacizumab. I pazienti con genotipo 
VEGFR-1 rs9582036 A/C e C/C hanno presentato infatti un rischio di morte 
significativamente maggiore rispetto a quelli con genotipo omozigote A/A (A/C vs A/A: 
HR=2.0, 95% CI 1.19-3.36, p=0.0091; C/C vs A/A: HR=4.72, 95% CI 2.08-10.68, 
p=0.0002). Lo studio AVITA fa parte inoltre di un’analisi farmacogenetica retrospettiva 
molto più vasta175, comprendente altri quattro studi di fase III randomizzati su altrettante 
diverse patologie, presentata all’ultimo congresso europeo e i cui risultati verranno descritti 
nel paragrafo successivo.  
Da quanto sopra riportato, emerge come, ad oggi, esistono numerose ipotesi circa un 
possibile ruolo prognostico o predittivo dei polimorfismi di VEGF e VEGFR in differenti 
neoplasie ma, sebbene i risultati non siano minori, a nessuno studio ha fatto seguito una 
validazione prospettica delle evidenze preliminarmente prodotte.  
 
Studi nel carcinoma colorettale e metanalisi 
Anche in questa neoplasia, i primi studi dei polimorfismi di VEGF e VEGFR sono stati 
condotti allo scopo di valutarne l’impatto prognostico, con l’intento di poter così disporre di 
uno strumento di supporto per stratificare i pazienti in base al rischio e per meglio orientare 
le scelte terapeutiche.  
Tra queste prime esperienze, uno studio ha valutato l’effetto di tre polimorfismi di VEGF 
sulla prognosi di un’ampia popolazione di pazienti con carcinoma colorettale (stadio I-IV), 
resecato chirurgicamente.176 È stata eseguita la genotipizzazione di DNA di origine 
tumorale, estratto da campioni tissutali di 445 pazienti, per i polimorfismi VEGF rs699947 
C/A, rs2010963 G/C e rs3025039 C/T. All’analisi multivariata, i genotipi G/C e C/C del 
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polimorfismo VEGF rs2010963 sono correlati a migliori OS e PFS, se confrontati al 
genotipo G/G (genotipo G/C OS: HR=0.158, p<0.001; PFS: HR=0.544, p=0.009; genotipo 
C/C OS: HR=0.188, p<0.001; PFS: HR=0.526, p=0.022); per quanto riguarda il 
polimorfismo VEGF rs3025039 C/T, la sopravvivenza di pazienti portatori il genotipo C/T o 
T/T è risultata significativamente peggiore rispetto a quella dei portatori del genotipo C/C 
(genotipo C/T OS: HR=12.809, p<0.001; PFS: HR=3.492, p<0.001; genotipo T/T OS: 
HR=37.260, p<0.001; PFS: HR=3.221, p=0.001).  
Sulla base dei risultati di questo studio, è stato ipotizzato che i polimorfismi VEGF 
rs3025039 C/T e rs2010963 G/C possono rappresentare fattori prognostici indipendenti nella 
malattia radicalmente operata. 
In ragione della loro frequenza e del fatto che precedentemente fossero stati descritti come 
polimorfismi funzionali con influenza sulla prognosi di diverse neoplasie, gli SNPs VEGF 
rs699947 C/A, rs833061 C/T, rs2010963 G/C e rs3025039 C/T sono stati analizzati in un 
altro studio come potenziali predittori di risposta al trattamento di prima linea con 
capecitabina e oxaliplatino (XELOX) in pazienti con mCRC.177 Il razionale di questa 
indagine risiede nell’ipotesi secondo cui SNPs del gene VEGF, modificando in modo non 
ben definito la produzione e l’attività della proteina, quindi, conseguentemente, la 
morfologia e la funzionalità delle rete vascolare tumorale, possono influenzare la 
disponibilità dei chemioterapici a livello delle cellule neoplastiche.  
La popolazione in studio era costituita da 72 pazienti, con diagnosi di mCRC, trattati in 
prima linea con oxaliplatino e capecitabina. I polimorfismi sono stati analizzati su DNA 
genomico, estratto da sangue intero periferico. L’attività ed efficacia del trattamento sono 
risultati in linea con dati di precedenti studi (RR: 42% e mPFS: 6.9 mesi).130 Per la prima 
volta, è stata identificata una correlazione tra SNPs di VEGF e risposta alla chemioterapia 
(XELOX) in pazienti con mCRC. Infatti, è stato osservato che i genotipi VEGF rs699947 
C/A, rs833061 C/T e rs2010963 G/C risultavano associati, in modo statisticamente 
significativo, ad un inferiore tasso di risposte rispetto ai corrispondenti genotipi omozigoti 
(RR: VEGF rs699947 C/A versus A/A+C/C, p<0.01; VEGF rs833061 C/T versus C/C+T/T, 
p=0.01; VEGF rs2010963 G/C versus C/C+G/G, p=0.03). A spiegazione di questi risultati, 
gli autori hanno formulato l’ipotesi secondo cui i genotipi VEGF rs699947 C/A, rs833061 
C/T e rs2010963 G/C determinino cambiamenti conformazionali di VEGF, da cui una 
minore attività e capacità di legame della proteina ai recettori specifici. Il minore tasso di 
risposte nei pazienti portatori dei genotipi VEGF rs699947 C/A e rs2010963 G/C si traduce 
in significative differenze in termini di PFS (PFS: VEGF rs699947 C/A versus A/A+C/C, 
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HR=1.74, 1.04-2.92, p=0.02; VEGF rs2010963 G/C versus C/C+G/G, HR=1.65, 0.98-2.77, 
p=0.04); lo stesso dato non è confermato per il polimorfismo VEGF rs833061 C/T.  
Lo studio dei polimorfismi di VEGF come fattori predittivi di efficacia del trattamento anti-
angiogenico con bevacizumab, in combinazione a chemioterapia, in pazienti con mCRC è 
stato affrontato recentemente in due studi.178,179  
Nel primo studio, l’obiettivo primario era quello di valutare il valore predittivo di alcuni 
SNPs di VEGF circa l’efficacia di bevacizumab, quindi la loro relazione con la PFS. 
Obiettivi secondari erano la relazione tra le varianti geniche di VEGF ed il tasso di risposte e 
la sopravvivenza. Lo studio ha arruolato 40 pazienti con mCRC, trattati in prima linea 
secondo schema FOLFIRI e bevacizumab. La genotipizzazione di VEGF è stata eseguita su 
DNA estratto da sangue intero periferico. I polimorfismi di VEGF in studio erano i seguenti: 
rs699947 C/A, rs35569394 18 bp insertion→deletion, rs1005230 T/C, rs35864111 4G/5G, 
rs833061 C/T, rs13207351 G/A, rs1570360 G/A e rs2010963 G/C. In particolare, gli SNPs 
VEGF rs699947, rs35569394, rs1005230 T/C, rs35864111 e rs833061, essendo in completo 
linkage disequilibrium (associazione statistica tra specifici alleli relativi a più loci, che 
costituiscono un aplotipo ancestrale), sono stati analizzati come aplotipo (Haplo1 e Haplo2), 
per la loro associazione con l’outcome clinico (Haplo1 per la combinazione A-18 bp 
insertion-T-4 G-C e Haplo2 per la combinazione C-18 bp deletion-C-5 G-T). All’analisi 
circa la relazione tra SNPs e PFS è emerso che i 17 pazienti omozigoti per Haplo2 
presentano una mPFS più breve rispetto a quella dei restanti 23 pazienti (3 pazienti 
omozigoti per Haplo1 e 20 eterozigoti Haplo1/Haplo2), con una mPFS di 9 versus 15.4 
mesi, rispettivamente (HR=2.64, 95% CI, 1.13-6.16, p=0.02). I polimorfismi VEGF 
rs35569394 (G/G versus G/A+A/A) e rs1570360 (G/G versus G/A+A/A) risultano 
significativamente associati alla PFS, con una mPFS di 8.9 versus 15.4 mesi (HR=3.53, 95% 
CI, 1.40-8.86, p=0.007) e 9.8 versus 16 mesi (HR=2.32, 95% CI, 1.08-5.01, p=0.03), 
rispettivamente, mentre il polimorfismo VEGF rs2010963 G/C non si è osservato 
influenzare, in modo statisticamente significativo, la PFS, con una mPFS di 13.6, 14 e 9.3 
mesi per i genotipi C/C, C/G e G/G, rispettivamente (p=0.83). All’analisi multivariata, i 
polimorfismi di VEGF che erano risultati significativamente associati alla PFS sono stati 
valutati insieme ad altre covariate (LDH, conta leucocitaria, fosfatasi alcalina e Ca19.9), di 
cui precedentemente è stato documentato il ruolo prognostico in pazienti con mCRC, in 
trattamento di prima linea con chemioterapia.180,181 Solo lo SNP VEGF rs1570360 G/A è 
risultato correlato alla PFS, in modo indipendente, con il genotipo G/G che conferisce un 
rischio, quattro volte maggiore, di progressione precoce, rispetto agli altri due genotipi, 
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G/G+A/A (HR=4.43, 95% CI, 1.28-15.36; p=0.02). Per quanto riguarda gli obiettivi 
secondari dello studio, si è osservato che nessuno dei polimorfismi in studio era in relazione 
con l’OS, mentre solo lo SNP rs2010963 è risultato significativamente associato con RR, 
con una probabilità di risposta circa tre volte maggiore per i pazienti portatori della variante 
G/G (RR: G/G versus G/C+C/C = 64% versus 14%, Fisher’s test p=0.03). Tuttavia, questo 
studio trova grossi limiti nella scarsa numerosità campionaria, nella natura retrospettiva non 
randomizzata e nell’assenza di una popolazione di controllo. Tutti questi elementi rendono 
impossibile dimostrare un effetto predittivo di beneficio da BV, piuttosto che semplicemente 
prognostico.  
Ulteriori dati preliminari provengono da un secondo più ampio studio,179 in cui in una 
popolazione di 209 pazienti con mCRC, randomizzati a ricevere XELIRI/bevacizumab o 
FOLFIRI/bevacizumab, sono stati genotipizzati quattro polimorfismi di VEGF (rs2010963 
G/C, rs3025039 C/T, rs1570360 G/A e rs699947 C/A) su DNA genomico, estratto da 
sangue intero periferico. Tutti gli SNPs candidati sono stati valutati per l’associazione con 
RR, PFS e OS. Tra le due coorti non sono state rilevate significative differenze nella 
distribuzione dei polimorfismi. Dallo studio è emerso che il genotipo C/C del polimorfismo 
VEGF rs699947 è associato ad una OS mediana inferiore, rispetto a quella dei genotipi A/A 
(HR=1.953, 95% CI 1.153-3.310, p=0.013) e C/A (HR=1.627, 95% CI 1.078-2.453; 
p=0.02); pazienti portatori del genotipo G/G del polimorfismo VEGF rs1570360 hanno una 
OS mediana significativamente peggiore rispetto ai portatori dei genotipi G/A e A/A 
combinati (HR=1.665, 95% CI 1.160-2.391, p=0.006). Il genotipo G/A del polimorfismo 
rs1570360 è associato significativamente ad una PFS superiore rispetto al genotipo A/A 
(HR=0.608, 95% CI 0.373-0.990, p=0.046). Dalle analisi, non emerge alcun impatto dei 
polimorfismi in questione sul tasso di risposte. Complessivamente, gli effetti descritti non 
cambiano quando relazionati al gruppo di trattamento; questo  testimonia l’associazione tra 
il genotipo di VEGF e la sopravvivenza di pazienti con mCRC trattati con chemioterapia a 
base di irinotecano in associazione a bevacizumab, senza però fornire informazioni 
aggiuntive sul contributo dei polimorfismi studiati come predittori di risposta all’anticorpo 
anti-VEGF. 
Oltre al VEGF, il bersaglio di bevacizumab sul quale esiste un’enormità di dati, anche altri 
geni, primo fra tutti quello codificante per il suo recettore, sono stati indagati. 
Uno studio recente182 ha dimostrato che il polimorfismo VEGFR-2 rs2305948 C/T è 
significativamente associato al RR in pazienti con mCRC trattati in prima linea con 
FOLFOX/XELOX e bevacizumab. I pazienti con genotipo omozigote VEGFR-2 rs2305948 
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C/C hanno presentato infatti un RR maggiore rispetto ai pazienti con le varianti alleliche 
C/T e T/T (57% versus 29% versus 33%, p=0.024). 
Dati preclinici su cellule di CRC, non ancora pubblicati, suggeriscono un possibile legame 
tra il polimorfismo VEGFR-1 rs7993418 A/G e la diversa risposta a Placental Growth Factor 
(PlGF). Il genotipo omozigote G/G, rispetto a quello A/A, sembra associato ad una 
maggiore fosforilazione delle molecole a valle del recettore in seguio al suo legame con 
PlGF e quindi ad una maggiore attivazione della cascata di segnale intracellulare. 
Considerando dunque che l’aumento di PlGF potrebbe rappresentare una via di fuga 
dall’inibizione del pathway di VEGF da parte di bevacizumab, si potrebbe ipotizzare che i 
portatori del genotipo omozigote VEGFR-1 rs7993418 G/G possano essere più resistenti al 
trattamento con bevacizumab.  
All’ultimo congresso europeo sono stati presentati i risultati di una metanalisi175 sui 
polimorfismi del pathway di VEGF/VEGFR, comprendente i dati provenienti da cinque studi 
randomizzati di fase III che valutavano l’aggiunta di bevacizumab alla terapia di prima linea 
nel tumore della mammella, rene, polmone, pancreas e colon. Questo studio di 
farmacogenetica retrospettivo, in cui sono stati inclusi 1348 pazienti, costituisce una delle 
più importanti analisi sui biomarcatori associati al trattamento con bevacizumab. Tra i vari 
polimorfismi valutati, lo SNP EPAS-1 rs4145836 A/G, gene codificante per un fattore di 
trascrizione coinvolto nella regolazione dell’espressione di VEGF, e il VEGFR-2 
rs12505758 C/T sembrerebbero essere associati all’outcome indipendentemente dal 
trattamento con bevacizumab e quindi svolgere più propriamente un ruolo prognostico. 
Per quanto riguarda i polimorfismi con un potenziale ruolo predittivo, questa metanalisi 
suggerisce come tali gli SNPs VEGF rs699946 A/G e VEGFR-2 rs11133360 C/T, in 
considerazione della loro associazione con la PFS solo nel gruppo di pazienti trattati con 
bevacizumab. 
L’insieme di queste esperienze suggerisce la necessità di una crescente attenzione allo studio 
dei polimorfismi del pathway di VEGF/VEGFR in quanto, essendosi rivelati influenti nello 
sviluppo e nella biologia tumorale, attraverso la modulazione dell’espressione di VEGF e 
del suo recettore, essi rappresentano marcatori farmacogenetici prognostici e potenzialmente 
predittivi dell’efficacia di bevacizumab. Tuttavia, i risultati degli studi sopra riportati sono 
eterogenei; è ipotizzabile che ciò sia da ricondurre al fatto che l’effetto di specifiche varianti 
geniche può essere variabile, in relazione al trattamento chemioterapico somministrato 
insieme all’anti-VEGF. Oltre a ciò, gli studi presentano alcuni limiti metodologici, che 
rendono impossibile l’utilizzo nella pratica clinica delle evidenze prodotte. Le esperienze 
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descritte non sono adeguatamente condotte rispetto al loro end-point e, pertanto, i risultati 
non possono considerarsi conclusivi. Si tratta, infatti, di indagini di natura retrospettiva, 
carenti di un confronto con una coorte indipendente di pazienti non trattati e con un disegno 
statistico spesso inappropriato per ottenere risultati significativi, in termini di numerosità 
campionaria ed in funzione dell’hazard ratio. Da ciò deriva la necessità di adottare nell’iter 
validativo di un marcatore predittivo un approccio in cui i dati ottenuti retrospettivamente 
siano il punto di partenza per la conduzione di un’indagine prospettica. Questo 
consentirebbe di ridurre al minimo il rischio di considerare definitive correlazioni che 
possono poi, in realtà, rivelarsi falsamente positive. L’analisi prospettica deve essere 
adeguatamente disegnata, anche in termini statistici, in modo da poter fornire, 




CAPITOLO 4. STUDIO DI FARMACOGENETICA PROSPETTICO NEL 
TRATTAMENTO CON BEVACIZUMAB DEL CARCINOMA COLORETTALE. 
 
Sulla base delle esperienze presenti in letteratura, con l’intento di identificare determinanti 
farmacogenetici predittivi di efficacia di bevacizumab, il gruppo dell’Oncologia Medica 2 
Universitaria dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana ha condotto un’analisi dei 
polimorfismi dei geni del pathway di VEGF/VEGFR in pazienti con mCRC trattati in prima 
linea con FOLFIRI e bevacizumab. Lo studio si è complessivamente articolato in una prima 
fase retrospettiva esplorativa e in una seconda valutazione confermatoria prospettica.  
   
4.1 ANALISI RETROSPETTIVA 
 
Introduzione  
Come discusso in precedenza, nonostante il sostanziale miglioramento nell’outcome del 
mCRC apportato dall’introduzione di bevacizumab, ad oggi rimangono ancora indefiniti 
criteri di selezione, oltre a quelli clinici noti, per i pazienti da sottoporre al trattamento con 
l’anti-VEGF. L’identificazione di marcatori molecolari di resistenza primaria o secondaria 
potrebbe garantire un’integrazione più consapevole di bevacizumab nell’armamentario 
terapeutico. In questo modo, si riuscirebbe a sfruttare l’efficacia dell’anti-angiogenico con 
maggiore consapevolezza, già a partire dalla prima linea di terapia, considerando anche 
eventuali possibili alternative terapeutiche e risparmiando sulle tossicità e sui costi legati al 
farmaco.  
In linea generale, la ricerca di biomarcatori predittivi di efficacia di un trattamento è resa 
complessa da molteplici elementi. Innanzitutto, può esistere una notevole eterogeneità nel 
comportamento biologico delle neoplasie, sia tra sede primitiva e metastasi, sia tra cloni 
cellulari progressivamente selezionati nella lesione tumorale. Inoltre, è difficile valutare se 
un dato fattore abbia un ruolo puramente predittivo piuttosto che prognostico, poiché i due 
aspetti spesso si confondono e sono in parte sovrapposti. Bisogna considerare poi che spesso 
si ottengono, in un primo momento, dati promettente da studi retrospettivi la cui successiva 
validazione è complicata dalla necessità di effettuare nuovi studi confermatori prospettici ed 
eventualmente anche studi randomizzati che richiedono ampie dimensioni campionarie e 
consistenti sforzi organizzativi. Esistono, infine, difficoltà peculiari nella determinazione 
dell’attività di farmaci anti-angiogenici. La valutazione della risposta a questo tipo di terapia 
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attraverso misurazione delle variazioni dimensionali delle lesioni, secondo i criteri RECIST 
(Response Evaluation Criteria In Solid Tumors), potrebbe non essere la modalità ottimale. I 
farmaci anti-angiogenici hanno prevalentemente un meccanismo d’azione citostatico, che 
produce una stabilizzazione del volume della neoplasia, a differenza dei chemioterapici 
convenzionali, che invece, agendo principalmente con un meccanismo d’azione citotossico, 
possono determinare una riduzione della massa tumorale.183 Pertanto, a questo proposito, 
sarebbe probabilmente più opportuno ricorrere a criteri diversi di valutazione della risposta 
(es. caratterizzazione di specifici cambiamenti morfologici con tecniche di imaging 
dedicate).184  
Per queste ragioni, nonostante i numerosi tentativi, attualmente, non si dispone di strumenti 
molecolari o genetici che possano selezionare i pazienti che più probabilmente beneficiano 
di bevacizumab o coloro che sono predisposti ad eventi avversi, così che quasi tutti i 
pazienti con carcinoma colorettale metastatico sono potenzialmente candidati a ricevere 
regimi di trattamento con anti-angiogenici.  
 
Razionale dello studio 
Le premesse per uno studio rivolto ad indagare le varianti genetiche di VEGF in relazione 
all’outcome clinico in pazienti trattati con bevacizumab sono multiple. Innanzitutto, 
l’angiogenesi è un evento largamente ospite-dipendente,156 a differenza di altri processi 
mediati da mutazioni somatiche nel tumore, che si presta pertanto allo studio delle basi 
genetiche responsabili delle differenze interindividuali nella risposta a farmaci che 
interferiscono con essa. Inoltre, è stato ipotizzato che specifiche varianti alleliche del gene 
VEGF, influenzandone la trascrizione, possono modulare il fenomeno angiogenico 
attraverso una variabile produzione di VEGF,161,162,165,185 condizionare la risposta a 
trattamenti anti-angiogenici e quindi essere potenziali predittori dell’efficacia di 
bevacizumab.172,173 Le esperienze pubblicate in letterature riportano risultati piuttosto 
eterogenei e altrettanto eterogenee sono le popolazioni studiate per cui il valore predittivo 
degli SNPs di VEGF è stato testato in pazienti affetti da neoplasie differenti, trattati con 
bevacizumab in associazione a diversi chemioterapici. Si tratta inoltre, nella maggioranza 
dei casi, di studi retrospettivi e con popolazioni numericamente piccole per ottenere 
un’adeguata significatività statistica dei risultati nonchè privi di un confronto con una coorte 
di pazienti non trattati.  
In considerazione di ciò, è stato condotto uno studio retrospettivo186 che valutasse il ruolo di 
specifici SNPs di VEGF nella linea germinale nel predire il beneficio da bevacizumab, in 
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pazienti con mCRC in trattamento di prima linea con FOLFIRI e bevacizumab. Questo 
rappresenta il primo step dell’iter per valutare la predittività di uno specifico biomarcatore, 
in modo da renderlo applicabile nella pratica clinica.187  
 
Disegno ed obiettivi 
Lo studio è stato disegnato e diretto dal Prof. Alfredo Falcone e dal Dr. Fotios Loupakis 
(U.O. Oncologia Medica 2 Universitaria, Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana, Istituto 
Toscano Tumori, Dipartimento di Oncologia, dei Trapianti e delle Nuove Tecnologie in 
Medicina, Università di Pisa) ed ha coinvolto 6 Unità Operative di Oncologia Medica 
italiane (Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana; Azienza Ospedaliera ASL 6 di Livorno; 
Azienda Ospedaliera “San Salvatore” di Pesaro; Università Campus Biomedico di Roma; 
Istituto Scientifico San Raffaele di Milano; Fondazione IRCCS Policlinico “San Matteo” di 
Pavia), il Dipartimento di Scienze Biomolecolari dell’Università degli Studi “Carlo Bo” di 
Urbino, per le analisi molecolari, e la Scuola Superiore di Studi Universitari e di 
Perfezionamento “Sant’Anna” di Pisa, per parte delle analisi statistiche.  
Sono stati analizzati quattro SNPs di VEGF candidati: rs699947 C/A e rs833061 C/T nella 
regione del promotore; rs2010963 G/C nella regione 5’UTR e rs3025039 C/T nella regione 
3’UTR.161,162,165,185 Tali polimorfismi sono stati esaminati in due popolazioni di pazienti con 
mCRC in trattamento di prima linea, l’una con la combinazione FOLFIRI e bevacizumab e 
l’altra con solo FOLFIRI. 
Obiettivo primario dell’analisi retrospettiva era la relazione tra i suddetti polimorfismi di 
VEGF e la PFS. Obiettivi secondari erano la relazione con l’OS, il RR e la tossicità correlata 
a bevacizumab. 
 
Pazienti e Metodi 
Il disegno dello studio prevedeva l’analisi dei sopracitati polimorfismi in due popolazioni: 
una costituita da 111 pazienti con mCRC, trattati in prima linea con FOLFIRI e 
bevacizumab (“gruppo bevacizumab”), dal Dicembre 2005 al Novembre 2008, ed una 
costituita da una coorte storica di 107 pazienti con mCRC trattati in prima linea con solo 
FOLFIRI (“gruppo di controllo”), dal Gennaio 2001 al Novembre 2006, nelle suddette Unità 
Operative di Oncologia Medica. 
Sono stati ritenuti eleggibili nel “gruppo bevacizumab” pazienti che rispondessero ai 
seguenti criteri d’inclusione: 
• Diagnosi di adenocarcinoma del colon-retto metastatico confermata istologicamente; 
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• Indicazione ad un trattamento anti-neoplastico di prima linea per malattia metastatica 
con bevacizumab, sulla base delle disposizioni ministeriali di utilizzo del farmaco; 
• Disponibilità all’esecuzione di un prelievo venoso periferico per le analisi 
farmacogenetiche specificate; 
• Consenso informato scritto. 
Dei pazienti inclusi nel “gruppo bevacizumab” sono state raccolte le seguenti caratteristiche 
clinico-patologiche: sesso, età, ECOG Performance Status (PS), sede del tumore primitivo 
(colon o retto), resezione o meno del tumore primitivo, istologia mucinosa, pregressa 
chemioterapia adiuvante, metastasi sincrone o metacrone, sedi metastatiche singole o 
multiple, malattia confinata al fegato, livelli basali di emoglobina, leucociti (con conta 
differenziata per neutrofili e linfociti), LDH, albumina sierica, livelli di CEA e score 
prognostico di Kohne.180 I pazienti del “gruppo controllo” sono stati caratterizzati con 
informazioni basali sulla malattia e dati di attività ed efficacia del trattamento. 
In accordo con i criteri RECIST, tutti i pazienti sono stati valutati per la risposta, e sono state 
definite la PFS e l’OS. Le tossicità relative a bevacizumab sono state riportate in accordo a 
National Cancer Institute Common Terminology Criteria version 3.0 (NCI-CTCAEv3.0).  
Per disporre del materiale su cui eseguire le analisi farmacogenetiche, ad ogni paziente sono 
stati prelevati 9 ml di sangue intero venoso periferico, raccolti in 3 provette distinte 
contenenti EDTA, conservate a temperatura di -20°C. Tutti i campioni sono stati spediti ai 
laboratori del Dipartimento di Scienze Biomolecolari dell’Università degli Studi “Carlo Bo” 
di Urbino (responsabili: Prof. Mauro Magnani e Dr.ssa Annamaria Ruzzo), dove è stata 
eseguita l’analisi centralizzata. La tipizzazione dei polimorfismi di VEGF rs699947 C/A, 
rs833061 C/T, rs2010963 C/G e rs3025039 C/T su DNA genomico estratto dal sangue 
periferico campionato, utilizzando il metodo “salting out”,188 è stata condotta secondo la 
tecnica PCR-RFLP (Polymerase Chain reaction-Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism) (Tabella 4a. Primers ed enzimi di restrizione), da parte di personale di 
laboratorio non a conoscenza dello stato clinico dei pazienti. I frammenti di DNA ottenuti 
dalla digestione di specifici enzimi di restrizione sono stati sottoposti a corsa elettroforetica 
su gel di agarosio al 2%. 
 
Analisi statistiche 
Obiettivo primario dello studio era la relazione tra i polimorfismi di VEGF e la PFS. 
Quest’ultima è stata definita come intervallo di tempo tra l’inizio del trattamento e la 
progressione di malattia, stabilita secondo i criteri RECIST, o la morte per qualsiasi causa. I 
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pazienti vivi non progrediti al termine dello studio e quelli sottoposti a chirurgia radicale 
sulle metastasi sono stati censorizzati alla loro ultima valutazione radiologica e alla data 
della resezione chirurgica, rispettivamente. 
Obiettivi secondari erano la relazione con l’OS, il RR e la tossicità correlata a bevacizumab. 
L’OS è stata definita come il tempo dall’ingresso nello studio alla morte per qualsiasi causa. 
Il RR corrisponde alla percentuale di pazienti trattati che raggiunge una risposta, parziale o 
completa, definita in base ai criteri RECIST. 
Le frequenze dei polimorfismi sono state valutate per l’eventuale deviazione dall’equilibrio 
di Hardy-Weinberg (HWE), confrontando le distribuzioni alleliche in studio con quelle 
attese dall’HWE, usando un test χ2. L’associazione dei polimorfismi con la risposta e con le 
tossicità è stata valutata con il Fisher’s exact test a due code. In entrambi i gruppi di pazienti, 
il metodo di Kaplan-Meier ed il log-rank test sono stati utilizzati per stimare il ruolo di ogni 
caratteristica clinica, patologica e genomica nel predire l’Hazard Ratio (HR) per la 
progressione di malattia e la morte. Le covariate più rilevanti (quelle con p<0.10 all’analisi 
univariata) sono state inserite nell’analisi multivariata utilizzando il modello di Cox. 
L’eterogeneità dell’effetto del polimorfismo VEGF -1498 C/T tra il “gruppo bevacizumab” e 
il “gruppo di controllo” è stata valutata mediante un test di interazione, applicando il 
modello di Cox per PFS ed OS. In considerazione delle relative differenze fra le popolazioni 
in studio, tutte le variabili per cui erano disponibili i dati sono state inserite nel modello. I 
dati mancanti sono stati imputati e l’inferenza sull’effetto dei vari parametri inseriti nel 
modello di Cox è stata ottenuta attraverso una procedura di “bootstrapping” non parametrico 
con 20000 replicazioni di Monte Carlo.   
 
Risultati 
Caratteristiche delle popolazioni in studio 
Nel “gruppo bevacizumab” sono stati inclusi 111 pazienti, 57 uomini (51%) e 54 donne 
(49%) con mCRC (Tabella 4b. Caratteristiche cliniche e patologiche della popolazione 
“gruppo bevacizumab”), trattati in prima linea con bevacizumab (5 mg/kg ev, giorno 1) in 
combinazione con FOLFIRI, secondo due possibili schedule bisettimanali: irinotecano 180 
mg/mq ev, giorno 1, leucovorin (LV) 200 mg/mq ev, giorno 1, 5-fluorouracile (5-FU) 400 
mg/mq bolo ev, giorno 1 e 5-FU 2400 mg/mq infusione continua per 46 ore, giorno 1→3 o 
irinotecano 180 mg/mq ev, giorno 1, leucovorin (LV) 200 mg/mq ev, giorno 1, 5-FU 3200 
mg/mq infusione continua per 48 ore, giorno 1→3.  
Cinquantacinque pazienti (41%) avevano ricevuto una precedente chemioterapia adiuvante.  
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L’età mediana dei pazienti inclusi è risultata di 63 anni (range: 34-82 anni). Ottantadue 
(74%) pazienti presentavano come sede primitiva di malattia il colon e 29 (26%) il retto. 
L’istologia mucinosa è stata riscontrata in 15 casi (14%). Cinquantasette (51%) pazienti 
avevano metastasi singole e 54 (49%) metastasi multiple; 37 (33%) pazienti presentavano 
malattia limitata al fegato.  
Al momento dell’inizio della terapia, la quasi totalità dei pazienti (92%) presentava ECOG 
PS pari a 0, 8 pazienti presentavano PS 1 (7%) e soltanto un paziente (1%) PS 2. 
In base allo score prognostico di Kohne,180 57 pazienti (51%) sono stati definiti a basso 
rischio, 39 (35%) a rischio intermedio, 12 (11%) ad alto rischio; 3 pazienti non erano 
valutabili.  
Relativamente alle tossicità bevacizumab-correlate, durante il trattamento, 9 (8%) pazienti 
hanno sviluppato ipertensione arteriosa di grado 1, 10 (9%) di grado 2 e 1 (1%) di grado 3. 
Sono stati osservati 2 (2%) episodi di perforazione intestinale, 2 (2%) episodi di trombosi 
arteriosa e 6 (5%) episodi di trombosi venosa.  
Tredici (12%) pazienti hanno ottenuto una risposta completa e 56 (50%) una risposta 
parziale, per un tasso di risposte obiettive del 62%. In 29 (26%) pazienti è stata ottenuta una 
stabilità della malattia, per un tasso di controllo di malattia dell’88%.  
Ad un follow-up mediano di 13.6 mesi, la PFS mediana è risultata di 10.2 mesi e l’OS 
mediana di 22 mesi.  
Le frequenze alleliche riscontrate per i polimorfismi analizzati erano in linea con i dati della 
letteratura176,189 (Tabella 4c. Frequenze alleliche dei polimorfismi di VEGF nella 
popolazione “gruppo bevacizumab”) e non presentavano deviazioni rispetto all’HWE. 
Nel “gruppo di controllo” sono stati inclusi 107 pazienti, 68 uomini e 39 donne, trattati 
esclusivamente secondo lo schema FOLFIRI. Le caratteristiche clinico-patologiche 
risultavano pressoché omogenee a quelle dei pazienti del “gruppo bevacizumab”. L’età 
mediana era di 68 anni (range 35-80 anni). Ottantatre (77%) pazienti, al momento della 
diagnosi, mostravano PS 0, 21 (20%) PS 1 e 3 (3%) PS 2. Trentadue (30%) pazienti avevano 
ricevuto in precedenza un trattamento chemioterapico adiuvante. Cinquantasette (53%) 
pazienti presentavano metastasi singole, 50 (47%) pazienti avevano metastasi multiple. La 
malattia confinata al fegato era presente in 39 (36%) pazienti (Tabella 4d. Caratteristiche 
cliniche e patologiche della popolazione “gruppo di controllo”).  
Quarantacinque (42%) pazienti hanno avuto una risposta parziale al trattamento, 4 (3%) 
pazienti una risposta completa, con un tasso di risposte obiettive del 46% e in 37 (35%) 
pazienti si è osservata una stabilità di malattia, per un tasso di controllo di malattia dell’80%.  
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Ad un follow-up mediano di 47.8 mesi, è stata registrata una PFS mediana di 8.2 mesi ed 
una OS mediana di 20.6 mesi.  
Le frequenze alleliche riscontrate per i polimorfismi analizzati erano pressoché simili a 
quelle riportate nel “gruppo bevacizumab”. 
 
Analisi univariate 
Nel “gruppo bevacizumab”, l’istologia mucinosa è risultata significativamente associata ad 
un peggior outcome in termini sia di PFS (HR=2.16, 95% CI 1.23-7.12, p=0.015), sia di OS 
(HR=3.21, 95% CI 1.99-14.98, p=0.001).  
I pazienti sottoposti a resezione del tumore primitivo e coloro che hanno ricevuto una 
precedente terapia adiuvante hanno mostrato un rischio di progressione maggiore (HR=2.1, 
95% CI 0.99-3.40, p=0.052 e HR=1.84, 95% CI 1.17-3.37, p=0.011, rispettivamente). La 
sede rettale del tumore primitivo ed il riscontro basale di leucocitosi sono risultati associati 
ad una OS più breve (HR=2.70, 95% CI 0.99-4.86, p=0.052 e HR=2.43, 95% CI 0.84-17.91, 
p=0.083, rispettivamente) (Tabella 4e. Associazione tra le caratteristiche clinico-
patologiche e PFS e OS nel “gruppo bevacizumab”). 
Tra i polimorfismi di VEGF analizzati, le varianti alleliche di rs833061 C/T sono risultate 
correlate in modo statisticamente significativo alla sopravvivenza. La PFS mediana dei 
pazienti portatori delle varianti rs833061 C/C, C/T e T/T è risultata di 12.8, 10.5, 7.5 mesi 
(p=0.0046, log-rank test), rispettivamente. L’OS mediana nelle stesse varianti è risultata di 
27.3, 20.5, 18.6 mesi (p=0.038, log-rank test), rispettivamente (Figura 4a. PFS ed OS in 
relazione alle varianti alleliche del polimorfismo VEGF -1498 C/T nel “gruppo 
bevacizumab”). Non è stata riscontrata alcuna associazione con il tasso di risposte, né con lo 
sviluppo di tossicità specifiche. 
I pazienti portatori delle varianti alleliche VEGF rs833061 C/T e T/T hanno presentato un 
aumentato rischio di progressione di malattia e di morte, rispetto a quelli con genotipo 
omozigote rs833061 C/C, con un effetto additivo esercitato da ciascun allele T (Tabella 4f. 
Associazione tra le caratteristiche genetiche e PFS ed OS nel “gruppo bevacizumab”).  
I pazienti con genotipo omozigote VEGF rs833061 T/T mostravano una PFS 
significativamente più breve e un trend negativo in OS rispetto a quelli con almeno un allele 
C (mPFS: 7.5 versus 11.1 mesi; HR=2.13, 95% CI 1.41-5.10; p=0.0027; mOS 18.6 versus 
23.1 mesi; HR=1.70, 95% CI 0.79-4.51; p=0.155) (Figura 4b. PFS ed OS dei pazienti con 




Non è stata individuata nessuna relazione tra gli altri polimorfismi studiati e l’outcome 
clinico, né con le tossicità tipiche di bevacizumab (Tabella 4f. Associazione tra le 
caratteristiche genetiche e PFS ed OS nel “gruppo bevacizumab”). 
Nel “gruppo di controllo”, tra le caratteristiche cliniche e patologiche disponibili, non è 
emersa alcuna associazione con la PFS. Il PS ed i livelli basali di CEA sono risultati 
significativamente correlati con l’OS (HR=1.68-2.23, p=0.0004 e HR=1.22-4.36, p=0.010, 
rispettivamente). Le varianti alleliche di VEGF rs833061 C/C, C/T e T/T non hanno 
mostrato alcuna significativa associazione né con la PFS, né con l’OS (Tabella 4g. 
Associazione tra le caratteristiche clinico-patologiche e genetiche e la PFS ed OS nel 
“gruppo di controllo”; Figura 4c. PFS ed OS rispetto alle varianti alleliche del 
polimorfismo VEGF rs833061 C/T nel “gruppo di controllo”).  
 
Modello di Cox e test d’interazione 
Nell’analisi multivariata sono state utilizzate le covariate che all’analisi univariata 
presentavano p<0.10; per la PFS: l’istologia mucinosa, la precedente terapia adiuvante, la 
resezione del tumore primitivo ed il polimorfismo VEGF rs833061 C/T; per l’OS: le sede 
del tumore primitivo, l’istologia mucinosa, la leucocitosi (>10.000/mcl) ed il polimorfismo 
VEGF rs833061 C/T. All’analisi multivariata, si è mantenuta l’associazione del genotipo 
rs833061 T/T con una PFS significativamente più breve (HR=2.28, 95% CI 1.16-4.19, 
p=0.018) e con una OS più breve, al limite della significatività (HR=2.22, 95% CI 0.54-
5.51, p=0.195) rispetto alla variante VEGF rs833061 C/C (Tabella 4h. Analisi multivariate 
nel “gruppo bevacizumab”, comprendente le covariate legate all’outcome con p<0.10 
all’analisi univariata). Anche l’istologia mucinosa è risultata associata a più brevi PFS (HR 
2.45, 95% CI 1.19-4.44, p=0.016) ed OS (HR 4.22, 95% CI 1.60-9.27, p=0.009).  
Il test di interazione ha confermato come l’impatto negativo della variante T/T del 
polimorfismo VEGF rs833061 C/T sull’outcome clinico, in termini sia di PFS (p=0.011) sia 
di OS (p=0.081), sia evidente nei pazienti trattati con bevacizumab (Tabella 4i. Modello di 
regressione di Cox, comprendente le varianti alleliche del polimorfismo VEGF rs833061 
C/T, il trattamento e la loro interazione).  
 
Discussione 
L’inibizione di VEGF è un’efficace strategia per inibire il processo di neoangiogenesi 
tumorale.190 Sebbene tale processo nella sua complessità sia influenzato da molteplici fattori 
correlati sia all’ospite e sia al tumore, gli SNPs di VEGF nella linea germinale, in particolare 
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quelli che modificano l’espressione genica e quindi la produzione e l’attività della proteina, 
rappresentano potenziali fattori predittivi di efficacia dell’inibizione di VEGF.  
L’esperienza descritta suggerisce che, nella popolazione di pazienti con mCRC trattati con 
bevacizumab e FOLFIRI, il genotipo T/T del polimorfismo di VEGF rs833061 è risultato 
associato ad una PFS significativamente più breve e con una minore sopravvivenza, seppur 
non statisticamente significativa. Questo dato, rilevato dapprima all’analisi univariata, è 
stato poi confermato in un modello di regressione multivariata di Cox. Dall’altra parte, non è 
stata individuata alcuna correlazione tra le varianti dello stesso polimorfismo e l’outcome 
clinico nel gruppo storico di controllo, trattato con solo FOLFIRI.  
Il test d’interazione è stato condotto con l’obiettivo di confermare il potenziale ruolo 
predittivo, ovvero legato allo specifico trattamento con bevacizumab, piuttosto che 
prognostico, ovvero indipendente dal trattamento, del polimorfismo VEGF rs833061 C/T. 
Sebbene il risultato del test d’interazione sia significativo in termini di PFS, suggerendo che 
l’impatto del polimorfismo in questione possa essere correlato all’effetto del bevacizumab, 
da questi dati non è possibile estrapolare conclusioni definitive.  
Nonostante questi risultati differiscano in parte da precedenti esperienze nel carcinoma 
mammario metastatico e nel carcinoma ovarico metastatico,173,185 è da considerare che essi 
sono stati ottenuti in differenti gruppi di pazienti, affetti da patologie biologicamente molto 
diverse e trattati con regimi citotossici differenti, di cui le interazioni farmacologiche con il 
bevacizumab non sono completamente note.  
Nel “gruppo bevacizumab”, alle analisi univariata e multivariata, l’istologia mucinosa del 
carcinoma è risultata in relazione con una PFS ed una OS più brevi, confermando dati già 
presenti in letteratura circa una prognosi peggiore per carcinomi colorettali mucinosi.191,192 
Dal momento che questa osservazione non è stata riscontrata anche nel “gruppo di 
controllo”, per mancanza di informazioni, a questo riguardo non è stato possibile formulare 
alcuna ipotesi su una potenziale implicazione predittiva.  
 
Conclusioni 
Sebbene promettenti, in quanto tra le prime a suggerire un significativo ruolo di un 
determinante genetico come predittivo di efficacia di bevacizumab nel CRC, le conclusioni 
dello studio presentato non sono direttamente applicabili nella pratica clinica. Le maggiori 
limitazioni sono riportate di seguito: la natura retrospettiva dello studio; l’adozione, come 
gruppo di controllo, di una coorte storica e quindi la mancanza di una effettiva 
randomizzazione a ricevere o meno l’anticorpo anti-VEGF, rilevante ai fini 
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dell’interpretazione del test d’interazione. Questi aspetti fanno si che i risultati dell’analisi 
devono essere considerati esclusivamente come preliminari e “generatori di ipotesi”. 
Si è però ritenuto che le osservazioni di questa esperienza esplorativa meritassero un 
ulteriore approfondimento attraverso una conferma prospettica, che potesse, nel caso 
l’ipotesi generata dallo studio retrospettivo fosse riprodotta, condurre ad uno studio di 




4.2 ANALISI PROSPETTICA 
 
Introduzione 
In considerazione dei risultati dello studio retrospettivo presentato nel precedente paragrafo, 
il gruppo dell’Oncologia Medica 2 Universitaria di Pisa ha disegnato e condotto uno studio 
prospettico il cui obiettivo primario è quello di validare l’ipotesi circa il ruolo del 
polimorfismo VEGF rs833061 C/T nel predire l’efficacia di bevacizumab, in una 
popolazione di pazienti con mCRC trattati in prima linea con FOLFIRI in associazione 
all’anticorpo anti-VEGF. 
In considerazione del rapido accrual e dei promettenti risultati presentati all’ultimo 
congresso europeo su altri SNPs del pathway di VEGF/VEGFR e grazie alla collaborazione 
con il Dipartimento di Oncologia Medica diretto dal Prof. HJ. Lenz del Norris 
Comprehensive Cancer Center/University of Southern California di Los Angeles, abbiamo 
deciso di includere un’ analisi confermatoria anche dei seguenti polimorfismi: VEGF 
rs699946 A/G e rs699947 A/C, VEGFR-1 rs9582036 A/C e rs7993418 A/G, VEGFR-2 
rs11133360 C/T, rs12505758 C/T e rs2305948 C/T, EPAS-1 rs4145836 A/G.  
 
Razionale dello studio 
Nell’ottica di identificare criteri di selezione per pazienti da sottoporre a terapia anti-
angiogenica e di superare le già citate criticità dell’esperienza precedente è stato disegnato lo 
studio Pro.Ve.TT.A. Il nome dello studio corrisponde all’acronimo Pro.Ve.TT.A.: 
“PROspective evaluation of the PROmoter VEgf gene allelic variant TT and its Adverse 
effect on progression-free survival of metastatic colorectal cancer patients treated with first-
line FOLFIRI plus bevacizumab”.  
Nello specifico, lo studio Pro.Ve.TT.A si inserisce nell’iter di validazione statistica di un 
marcatore farmacogenetico193, il polimorfismo VEGF rs833061 C/T, risultato, all’analisi 
esplorativa, un potenziale fattore predittivo di beneficio da bevacizumab.  
In generale questo studio si inserisce in una valutazione prospettica più ampia su SNPs 
candidati del pathway di VEGF/VEGFR in pazienti con mCRC trattati in prima linea con 
FOLFIRI e bevacizumab. Tale studio, denominato studio CANDY (Prospective evaluation 
of CANDidate SNPs of VEGF/VEGFR pathwaY in metastatic colorectal cancer patients 
treated with first-line FOLFIRI plus bevacizumab), ha come obiettivo quello di dare una 
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risposta definitiva, in modo metodologicamente corretto, al ruolo della farmacogenetica nel 
predire l’efficacia di bevacizumab nel trattamento del CRC. 
Sebbene possa accadere che analisi post-hoc di trials randomizzati siano considerate una 
fonte di evidenza, questa metodologia non risulta corretta per validare statisticamente fattori 
predittivi, in quanto gravata da biases che possono alterare i risultati. Infatti, il potenziale 
predittivo di un marcatore può essere ipotizzato sulla base di analisi retrospettive, ma la 
validazione deve passare necessariamente attraverso uno studio prospettico (approccio 
“retrospettivo-prospettico”).187 Il ruolo di questo tipo di indagine risulta fondamentale, 
indipendentemente dalla positività o negatività del risultato in relazione all’obiettivo 
validativo: nel primo caso, lo studio prospettico fornisce il substrato per la conduzione di 
uno studio randomizzato che, a sua volta, costituisce la prova definitiva del valore del 
marcatore, da cui la sua applicabilità a pieno diritto nella pratica clinica; nel secondo caso, 
consente di escludere l’ipotesi di partenza.193,194 Nonostante ciò, attualmente in letteratura 
esistono ben pochi esempi di validazione statistica di un fattore predittivo condotta secondo 
l’approccio “retrospettivo-prospettico”,193 fornendo preziose informazioni per le ricerche 
successive. Tra questi pochi esempi, uno studio esplorativo farmacogenetico, condotto su 
una popolazione di pazienti con mCRC in trattamento di seconda linea con oxaliplatino e 
capecitabina, che ha portato all’osservazione, all’analisi multivariata, di un’associazione 
significativa tra SNPs del gene ATM (Ataxia teleangiectasia mutated, ATM rs1801516) e del 
gene ERCC5 (Excision Repair Cross-Complementing Group 5, ERCC5 rs1047768) con la 
PFS.195 In ragione della natura retrospettiva dell’indagine, gli autori hanno ritenuto che fosse 
necessario per la conferma del risultato valutare prospetticamente l’associazione tra SNPs e 
PFS in un’altra coorte di pazienti trattati con oxaliplatino e capecitabina (studio 
CAIRO2).196,197 L’indagine prospettica non confermava l’iniziale osservazione, ovvero i 
polimorfismi di ATM e di ERCC5 non erano associati in modo statisticamente significativo 
con la PFS.  
Nonostante l’esito, soltanto in apparenza negativo, questa esperienza rappresenta un 
esempio di “good practice”, suggerendo in modo inequivocabile la necessità di validare 
risultati degli studi retrospettivi con indagini prospettiche.  
 
Disegno ed obiettivi 
Lo studio CANDY, disegnato e diretto dal Prof. Alfredo Falcone, dal Dott. Fotios Loupakis 
(U.O. Oncologia Medica 2 Universitaria, Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana, Istituto 
Toscano Tumori, Dipartimento di Oncologia, dei Trapianti e delle Nuove Tecnologie in 
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Medicina, Università di Pisa) e dal Prof. Heinz-Josef Lenz (Dipartimento di Oncologia 
Medica del Norris Comprehensive Cancer Center/University of Southern California di Los 
Angeles) è uno studio internazionale, che ha coinvolto varie Unità Operative di Oncologia 
Medica italiane (Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana, che ha svolto il ruolo di Centro 
Coordinatore; Azienda Ospedaliera “Felice Lotti” di Pontedera; Fondazione IRCCS 
Policlinico “San Matteo” di Pavia; Azienda Ospedaliero-Universitaria di Padova; Azienda 
Ospedaliera “San Salvatore” di Pesaro; Università Campus Biomedico di Roma; Istituto 
Scientifico San Raffaele di Milano; Azienda Ospedaliero-Universitaria “Seconda Università 
degli Studi di Napoli”; Azienda Ospedaliero-Universitaria “Santa Maria della Misericordia” 
di Udine); il Dipartimento di Oncologia Medica del Norris Comprehensive Cancer 
Center/University of Southern California di Los Angeles ed il Dipartimento di Scienze 
Biomolecolari dell’Università degli Studi “Carlo Bo” di Urbino. 
Lo studio si pone come obiettivo primario la valutazione della correlazione tra le varianti 
alleliche del polimorfismo VEGF rs833061 C/T e la PFS alla prima linea di trattamento. 
Obiettivi secondari sono la valutazione della correlazione tra le varianti alleliche degli altri 
polimorfismi analizzati e l’outcome dei pazienti. 
La popolazione in studio è costituita da 424 pazienti con mCRC trattati in prima linea 
secondo lo schema FOLFIRI e bevacizumab (vedi oltre, paragrafo “Considerazioni 
statistiche”, per la giustificazione della numerosità campionaria). 
 
Pazienti e metodi 
Sono stati ritenuti eleggibili nello studio pazienti che rispondessero ai seguenti criteri 
d’inclusione: 
• Diagnosi di adenocarcinoma colorettale confermata istologicamente; 
• Malattia inizialmente non resecabile; 
• Malattia metastatica misurabile, secondo i criteri RECIST; 
• Pazienti in terapia di prima linea per malattia metastatica secondo schema FOLFIRI 
e bevacizumab; 
• Disponibilità all’esecuzione di un prelievo venoso periferico per le analisi genetiche 
specificate; 
• Consenso informato scritto. 
Ogni paziente arruolato nello studio è stato sottoposto a valutazione clinica basale (entro un 
mese dalla prima infusione di terapia), al giorno 1 di ogni ciclo di trattamento e ogni 8 
settimane fino a progressione di malattia (Appendice. Flow-chart Studio CANDY).  
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Di tutti i pazienti sono state raccolte le seguenti caratteristiche clinico-patologiche, 
adeguatamente inserite all’interno di un database: sesso, data di nascita, data della diagnosi 
del tumore primitivo e della malattia metastatica, sede del tumore primitivo (colon o retto), 
istologia mucinosa, chirurgia del tumore primitivo, pregressa chemioterapia adiuvante, 
metastasi sincrone o metacrone, singole o multiple, con indicazione della sede (fegato, 
linfonodi, polmone, peritoneo, recidiva locale a livello del retto, altra sede da specificare), 
ECOG Performance Status (PS), livelli basali di emoglobina (<11g/dL), leucociti 
(>10.000/mcl, con conta differenziata per neutrofili e linfociti), LDH (>300 U/L), fosfatasi 
alcalina (>300 U/I), albumina sierica (<3.4 g/dL), CEA. 
Oltre a queste informazioni, in sede di valutazione basale, il paziente è stato sottoposto ad 
esame clinico generale, misura dei parametri fisici e vitali (altezza, peso corporeo, 
temperatura, pressione arteriosa, frequenza cardiaca e PS), prelievo di sangue venoso 
periferico per le analisi dei polimorfismi, esame emocromocitometrico con formula e 
marcatori tumorali (CEA, CA 19.9), misurazione della malattia con TC torace e addome, in 
accordo ai criteri RECIST.  
Ad ogni ciclo di terapia, secondo il protocollo, sono stati eseguiti l’esame clinico generale 
con misura dei parametri fisici e vitali del paziente, esami ematochimici e sono state raccolte 
informazioni circa le tossicità legate al trattamento, nello specifico correlate a bevacizumab. 
Ogni 8 settimane, fino a progressione di malattia, definita in base ai criteri RECIST, è stata 
eseguita una rivalutazione della malattia con TC torace ed addome.  
La caratterizzazione di ogni singolo paziente è completata da altre informazioni specifiche: 
data di inizio della terapia con bevacizumab; informazioni su attività e l’efficacia del 
trattamento (migliore risposta, PFS ed OS); esecuzione di resezione chirurgica o 
termoablazione di sedi metastatiche, con specificazione eventuale della data e dell’esito 
dell’intervento in termini di radicalità (resezione R0, R1 o R2); tossicità bevacizumab-
correlate (ipertensione arteriosa, sanguinamenti, proteinuria, perforazione intestinale, 
trombosi arteriosa, trombosi venosa), con indicazione del grading e del ciclo di insorgenza.  
Il database per la raccolta dei dati è stato periodicamente revisionato, previa richiesta di 
aggiornamenti, circa lo stato clinico, tossicità da riferire alla terapia e rivalutazioni di 
malattia, ai referenti dei centri coinvolti nello studio. 
Sono stati analizzati i seguenti polimorfismi: VEGF rs833061 C/T, rs699946 A/G e 
rs699947 A/C; VEGFR-1 rs9582036 A/C e rs7993418 A/G; VEGFR-2 rs11133360 C/T, 
rs12505758 C/T e rs2305948 C/T; EPAS-1 rs4145836 A/G. 
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Ad ogni paziente sono stati prelevati 9 mL di sangue intero venoso periferico, raccolti in 3 
distinte provette contenenti EDTA, conservate a temperatura di -20°C. I campioni sono stati 
spediti ai laboratori del Dipartimento di Oncologia Medica del Norris Comprehensive 
Cancer Center/University of Southern California di Los Angeles (direttore: Prof. Heinz-
Joseph Lenz), dove il Dr. Fotios Loupakis ha eseguito l’analisi centralizzata. La tipizzazione 
dei polimorfismi è stata eseguita su DNA genomico, estratto da sangue periferico, mediante 
PCR e sequenziamento. 
 
Considerazioni ed analisi statistiche 
Per la definizione degli endpoints (PFS; OS; RR) e per i criteri utilizzati per la 
censorizzazione dei pazienti vivi non progrediti al termine dello studio e di quelli sottoposti 
a chirurgia sulle sedi metastatiche, fare riferimento ad “Analisi statistiche” del precedente 
paragrafo. 
Considerati i dati derivati dallo studio retrospettivo, suggestivi di un effetto detrimentale del 
genotipo T/T del polimorfismo VEGF rs833061, il presente studio è stato disegnato per 
ottenere un HR per PFS di 1.7 per pazienti VEGF rs833061 T/T versus pazienti VEGF 
rs833061 C/-. Con un errore alfa a due code <0.05 e con una potenza del 90%, considerando 
una prevalenza della variante VEGF rs833061 T/T del 25%, lo studio richiede 199 eventi in 
accordo alla formula descritta da Schoenfeld.198  
In considerazione dell’inattesa rapidità dell’accrual e dei risultati presentati al congresso 
ESMO 2011 su altri polimorfismi del pathway di VEGF/VEGFR, abbiamo deciso di 
aumentare la numerosità campionaria in modo da includere l’analisi prospettica di tutti gli 
SNPs candidati. 
Per stimare il ruolo dei polimorfismi in studio nel predire il rischio (HR) di progressione di 
malattia sono stati utilizzati il metodo di Kaplan-Meier ed il log-rank test. 
 
Risultati 
Caratteristiche della popolazione in studio 
Sono stati inclusi 424 pazienti, 252 uomini (59%) e 172 donne (41%) con mCRC (Tabella 
4j. Caratteristiche cliniche e patologiche della popolazione “studio CANDY”), trattati in 
prima linea con FOLFIRI e bevacizumab. 
Novantuno pazienti (21%) avevano ricevuto una precedente chemioterapia adiuvante. L’età 
mediana dei pazienti inclusi è risultata di 62 anni (range: 26-82 anni). Centosette (25%) 
pazienti presentavano come sede primitiva di malattia il colon destro, 180 (43%) il colon 
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sinistro, 122 (29%) il retto e 6 (1%) doppia sede di malattia primitiva. L’istologia mucinosa 
è stata riscontrata in 52 casi (12%). Centonovantaquattro (46%) pazienti avevano metastasi 
singole e 230 (54%) metastasi multiple; 136 (32%) pazienti presentavano malattia limitata al 
fegato.  
Al momento dell’inizio della terapia, la quasi totalità dei pazienti (84%) presentava ECOG 
PS pari a 0, 63 pazienti presentavano PS 1 (15%) e soltanto 4 pazienti (1%) PS 2. 
In base allo score prognostico di Kohne,180 194 pazienti (46%) sono stati definiti a basso 
rischio, 180 (43%) a rischio intermedio, 35 (8%) ad alto rischio; 15 pazienti non erano 
valutabili.  
Venticinque (6%) pazienti hanno ottenuto una risposta completa e 219 (52%) una risposta 
parziale, per un tasso di risposte obiettive del 58%. In 131 (31%) pazienti è stata ottenuta 
una stabilità della malattia, per un tasso di controllo di malattia dell’89%.  
Ad un follow-up mediano di 24 mesi, la PFS mediana è risultata di 10.5 mesi e l’OS 
mediana di 29.9 mesi.  
Le frequenze alleliche riscontrate per i polimorfismi analizzati erano in linea con i dati della 
letteratura176,189 (Tabella 4k. Polimorfismi candidati e outcome clinico nella popolazione 
“studio CANDY”). 
 
Analisi univariata e multivariata 
All’analisi univariata non è stata osservata alcuna differenza in termini di PFS tra le varianti 
alleliche del polimorfismo VEGF rs833061 C/T. La PFS mediana dei pazienti portatori delle 
varianti rs833061 C/C, C/T e T/T è risultata di 10.4, 11.2 e 10.2 mesi (p=0.38, log-rank test), 
rispettivamente. L’OS mediana nelle stesse varianti è risultata di 29.9, 30.9 e 32.1 mesi 
(p=0.944, log-rank test), rispettivamente (Figura 4d. PFS ed OS rispetto alle varianti 
alleliche del polimorfismo VEGF rs833061 C/T nella popolazione “studio CANDY”).  
Non è stata riscontrata alcuna associazione nemmeno con il tasso di risposte (Tabella 4k. 
Polimorfismi candidati e outcome clinico nella popolazione “studio CANDY”). 
I pazienti con genotipo omozigote VEGF rs833061 T/T non hanno presentato alcuna 
differenza in termini di PFS ed OS rispetto ai portatori di almeno un allele C (mPFS: 10.2 
versus 10.0 mesi; HR=1.17, 95% CI 0.91-1.50; p=0.218; mOS: 32.1 versus 29.9 mesi; 
HR=0.96, 95% CI 0.70-1.33; p=0.733) (Figura 4e. PFS ed OS dei pazienti con genotipo 
VEGF rs833061 T/T rispetto a pazienti con almeno un allele C nella popolazione “studio 
CANDY”). L’end-point primario dello studio non è quindi stato raggiunto. 
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Riguardo gli altri SNPs candidati (Figura 4f. Outcome e varianti alleliche degli SNPs 
candidati analizzati nello studio CANDY) , solo il polimorfismo VEGFR-2 rs12505758 C/T 
è risultato associato ad una diversa PFS in accordo alle differenti varianti alleliche. 
I pazienti con genotipo VEGFR-2 rs12505758 C/C, C/T e T/T hanno presentato una PFS 
mediana di 10.7, 9.5 e 10.9 mesi (p=0.047, log-rank test), rispettivamente. La presenza di 
almeno un allele C è risultata associata ad una PFS significativamente più breve e ad un 
trend negativo in OS rispetto al genotipo omozigote VEGFR-2 rs12505758 T/T (mPFS: 9.5 
versus 10.9 mesi; HR=1.40, 95% CI 1.07-1.84; p=0.015; mOS: 23.5 versus 32.1 mesi; 
HR=1.37, 95% CI 0.95-1.97; p=0.088) (Figura 4g. PFS ed OS rispetto alle varianti 
alleliche del polimorfismo VEGFR-2 rs12505758 C/T nella popolazione “studio CANDY”). 
All’analisi multivariata, in cui sono state utilizzate tutte le covariate risultate significative 
alle analisi univariate (ovvero istologia mucinosa, ECOG PS, livelli di LDH, sede del 
primitivo e Kohne score), l’associazione tra le varianti alleliche di VEGFR-2 rs12505758 
C/T e la PFS resta significativa (HR=1.402, 95% CI 1.079-1.822; p=0.015), ma viene persa 
applicando la correzione per test multipli. 
 
Discussione 
Lo studio CANDY è giunto quindi ad una conclusione definitiva, decretando il fallimento 
della farmacogenetica come unico approccio allo studio dell’angiogenesi tumorale ed unico 
mezzo per predire il beneficio da bevacizumab nel trattamento del CRC. Il mancato 
raggiungimento dell’end-point primario, che dimostra come nella popolazione di pazienti 
con mCRC, in trattamento di prima linea con bevacizumab e FOLFIRI, il polimorfismo 
VEGF rs833061 C/T non ha alcun ruolo nel predire l’efficacia di bevacizumab, e la mancata 
conferma del ruolo prognostico e/o predittivo degli altri SNPs candidati suggeriscono la 
necessità di progettare questi studi in un’ottica diversa, che valuti il meccanismo 
dell’angiogenesi nel suo complesso e non solo il suo profilo genetico.  
La difficoltà nell’identificare le differenze interindividuali nella risposta a terapie anti-
angiogeniche, tra cui bevacizumab, non è poi così sorprendente se si considera l’ampia 
variabilità nella linea germinale di geni coinvolti nelle vie di segnale dell’angiogenesi 
VEGF-dipendente e VEGF-indipendente. Ciò giustifica, in parte, la forte improbabilità che 
un singolo fattore farmocogenetico possa dimostrarsi un fattore predittivo di efficacia di 
bevacizumab di reale utilità clinica. 
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Questo pone, conseguentemente, la necessità di ulteriori indagini che approfondiscano le 
conoscenze circa i mediatori dell’angiogenesi, le loro complesse interazioni ed il 
meccanismo d’azione dei farmaci che interferiscono con tale processo.  
 
Conclusioni 
La nostra esperienza, dall’analisi esplorativa retrospettiva a quella prospettica, attesta uno 
dei principali punti chiave non solo della ricerca farmacogenetica, ma anche di quella 
traslazionale nel suo complesso: la difficoltà nel validare determinanti genetici che possano 
avere un ruolo predittivo di efficacia dal trattamento e, di conseguenza, un’utilità clinica. 
Questo è quanto si osserva frequentemente, a fronte di promettenti risultati preliminari 
derivati da una mole enorme di studi retrospettivi.  
Indipendentemente dal mancato raggiungimento dell’end-point primario, la nostra 
esperienza, non può considerarsi “negativa”. Al contrario, essa costituisce un esempio di 
metodologia rigorosa nel campo della ricerca traslazionale, confermando l’inequivocabile 
necessità di validare risultati di studi retrospettivi con indagini prospettiche. La sua 
importanza risiede, appunto, nell’approccio metodologico adottato, definito “retrospettivo-
prospettico”. Esso deve costituire un modello per studi che si pongono come obiettivo quello 
di validare un marcatore come fattore in grado di predire l’outcome in relazione al 
trattamento. 
La nostra esperienza suggerisce che limitare lo studio di un biomarcatore come 
potenzialmente predittivo ad un’indagine retrospettiva non è corretto e, comunque, non 
conclusivo. L’iter validativo deve partire da una prima indagine retrospettiva e proseguire 
con una valutazione prospettica. Il suo obiettivo è quello di confermare o smentire 
l’evidenza emersa nello studio esplorativo: nel primo caso, getta le basi per la conduzione di 
un trial randomizzato, unico a poter sancire l’introduzione nella pratica clinica del marcatore 
in studio; nel secondo caso, esprime una risposta definitiva circa l’inutilità dello stesso.187,199  
Alla luce anche della nostra esperienza, è da sottolineare l’impegno logistico necessario per 
la conduzione di studi così impostati: essi richiedono, infatti, ampi numeri di pazienti, quindi 
l’organizzazione di cooperazione multicentriche. Ne deriva, inoltre, la necessità di 
raccogliere, organizzare, aggiornare costantemente, elaborare una consistente mole di dati 
clinici e quella di processare numerosi campioni biologici su cui eseguire le analisi 
molecolari.  
Nonostante le difficoltà che si incontrano in studi di questo genere, la loro importanza 
rimane comunque indiscutibile. Il nostro studio costituisce, infatti, di per sé la prova del 
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valore e del significato di portare avanti una conferma prospettica di una suggestione 
retrospettiva, in supporto all’utilità di un marcatore molecolare predittivo di beneficio di un 
trattamento. La disponibilità di marcatori predittivi di efficacia da bevacizumab 
costituirebbe, infatti, uno strumento di grande ausilio nell’approccio alla prima linea di 
trattamento dei pazienti affetti da mCRC.  
Ad oggi, la selezione dei pazienti sulla base di fattori biomolecolari, oltre che clinici, 
rappresenta una delle più attuali sfide dell’oncologia moderna, resa ancora più necessaria 
dalla rapida diffusione nell’armamentario terapeutico di farmaci anti-neoplastici a bersaglio 




TABELLE E FIGURE 
 
Tabella 1a. Stadiazione di Dukes modificata. 
 
Stadio A Tumore limitato alla mucosa 
Stadio B1 Tumore non esteso oltre la muscolare propria 
Stadio B2 
Tumore esteso oltre la muscolare propria, senza coinvolgimento 
linfonodale 
Stadio C1 Presenza di metastasi ai linfonodi regionali 
Stadio C2 Presenza di metastasi ai linfonodi apicali 





Tabella 1b. Stadiazione TNM.  
 
T-Tumore primitivo 
Tx Tumore primitivo non definibile 
T0 Nessuna evidenza di tumore primitivo 
Tis Carcinoma in situ: intraepiteliale o invasione della tonaca propria della mucosa 
T1 Tumore che infiltra la sottomucosa 
T2 Tumore che infiltra la tonaca muscolare 
T3 Tumore che infiltra a tutto spessore la tonaca muscolare con invasione della 
sottosierosa o dei tessuti pericolici o perirettali non rivestiti da sierosa. 
 
- pT3a: minima invasione (<1mm oltre la muscolare propria) 
- pT3b: invasione >5mm oltre la muscolare propria 
- pT3c: invasione moderata (da 5 a 15mm oltre la muscolare propria) 
- pT3d: invasione estesa (>15mm oltre la muscolare propria) 
T4 Tumore che infiltra direttamente altri organi o strutture e/o il peritoneo viscerale 
N-Linfonodi regionali 
Nx  Linfonodi regionali non possono essere accertati 
N0 Linfonodi regionali liberi da metastasi 
N1 Metastasi in 1-3 linfonodi regionali 
 
- N1a: metastasi in un linfonodo regionale 
- N1b: metastasi in 2-3 linfonodi regionali 
- N1c: depositi tumorali nella sottosierosa, nel mesentere o nei tessuti pericolici o 
perirettali non ricoperti da peritoneo, in assenza di metastasi nei linfonodi 
regionali. 
N2 Metastasi in 4 o più linfonodi regionali 
 - N2a: metastasi in 4-6 linfonodi regionali 
- N2b: metastasi in >7 linfonodi regionali 
M-Metastasi a distanza 
Mx Presenza di metastasi non accertabile 
M0 Assenza di metastasi a distanza 
M1 Presenza di metastasi a distanza 
 
- M1a: metastasi confinate a un solo organo o sito (ad esempio, fegato, polmone, 
ovaio, linfonodi non regionali) 




Tabella 1c. Confronto tra classificazione di Dukes modificata Astler-Coller, TNM, 
stadiazione chirurgica e tassi di sopravvivenza.200 
 
Dukes T N M Stadio Sopravvivenza a 5 anni 
Tis N0 M0 0 100% 
A 
T1 N0 M0 90-100% 
B1 T2 N0 M0 
I 
93.2% 
T3 N0 M0 IIa 87.5% 
B2 
T4 N0 M0 IIb 71.5% 
T1-T2 N1 M0 IIIa 87.7% 
C1 
T3-T4 N1 M0 IIIb 68.7% 
C2 Ogni T N2-N3 M0 IIIc 27.1-50.5% 










  VEGF –1498C/T 
   F:5’-TGT GCG TGT GGG GTT GAG CG 
   R:5’-TAC GTG CGG ACA GGG CCT GA  
BstUI rs833061 
  VEGF +405C/G 
   F:5’-ATT TAT TTT TGC TTG CCA TT 
   R:5’-GTC TGT CTG TCT GTC CGT CA 
BsmFI rs2010963 
  VEGF –2578C/A 
   F:5’-GGC CTT AGG ACA CCA TAC C 
   R:5’-CAC AGC TTC TCC CCT ATC C 
BstYI rs699947 
  VEGF +936C/T 
   F:5’-AAG GAA GAG GAG ACT CTG CGC AGA GC 























  Sesso 
 
  Femmine 54 51 
  Maschi 57 49 
  Età   ≤65 anni 64 58 
   >65 anni 47 42 
  Età mediana (range)   63 (34-82)   
  ECOG PS   0 102 92 
   1-2 9 8 
  Sede tumore primitive   Colon 82 74 
   Retto 29 26 
 Istologia mucinosa   No 96 14 
   Si 15 86 
  Precedente chemioterapia adiuvente   No 66 41 
   Si 45 59 
  Presentazione delle metastasi   Metacrone 50 45 
   Sincrone 61 55 
  Numero sedi metastasi   1 57 51 
   >1 54 49 
  Sede epatica unica   No 74 67 
   Si 37 33 
  Tumore primitive resecato   No 15 14 
   Si 96 86 
  Elevati livelli di LDH   No 69 62 
   Si 31 28 
   ND 11 10 
  CEA   <100 86 77 
   ≥100 23 21 
   ND 2 2 
  Emoglobina   >11 93 84 
   ≤11 18 16 
  Leucocitosi    No 102 92 
    Si 9 8 
  Elevati livelli di fosfatasi alcalica    No 82 74 
    Si 18 16 
    ND 11 10 
  Albunina    Normale 89 80 
    Bassa 8 7 
    ND 14 13 
  Köhne score   Basso 57 51 
   Intermedio-alto 51 46 
   ND 3 3 










  rs699947    A/A 16 14 
    A/C 60 54 
    C/C 35 32 
  rs833061    C/C 22 20 
    C/T 60 54 
    T/T 29 26 
  rs2010963    G/G 39 35 
    G/C 54 49 
    C/C 18 16 
  rs3025039    T/T 2 2 
    C/T 31 28 
    C/C 78 70 
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  Femmine 39 36   Sesso 
   Maschi 68 64 
  Età   ≤65 anni 60 56 
   >65 anni 47 44 
  Età mediana (range)   68 (35-80)   
  ECOG PS   0 83 77 
   1-2 24 23 
  Precedente chemioterapia adiuvente   No 75 70 
   Si 32 30 
  Numero sedi di metastasi   1 57 53 
   >1 50 47 
  Sede epatica unica   No 68 64 
   Si 39 36 
  CEA   <100 85 79 




Tabella 4e. Associazione tra le caratteristiche clinico-patologiche e PFS e OS nel “gruppo  
bevacizumab”. 
Progression Free Survival Overall Survival Caratteristiche N 
(111) HR 95% CI P HR 95% CI p 
  Sesso 
 
  Femmine 54 1   1   
  Maschi 57 0.86 0.52-1.41 0.535 1.17 0.57-2.40 0.669 
  Età   ≤65 anni 64 1   1   
   >65 anni 47 1.19 0.72-1.99 0.487 1.25 0.60-2.70 0.528 
  ECOG PS   0 102 1   1   
   1-2 9 0.95 0.43-2.04 0.877 0.42 0.18-1.45 0.207 
  Sede tumore primitivo   Colon 82 1   1   
   Retto 29 1.15 0.66-2.00 0.612 2.70 0.99-4.86 0.052 
  Istologia mucinosa   No 96 1   1   
   Si 15 2.16 1.23-7.12 0.015 3.21 1.99-
14.98 
0.001 
  Precedente CT adiuvante   No 66 1   1   
   Si 45 1.84 1.17-3.37 0.011 1.25 0.60-2.69 0.531 
  Presentazione metastasi   Metacrone 50 1   1   
   Sincrone 61 0.67 0.40-1.09 0.103 0.93 0.44-1.95 0.849 
  N. sedi metastasi   1 57 1   1   
   >1 54 1.22 0.75-2.02 0.421 1.77 0.85-3.62 0.130 
  Sede epatica unica   No 74 1   1   
   Si 37 0.84 0.49-1.43 0.521 0.93 0.43-2.01 0.844 
  Resezione tumore primitivo   No 15 1   1   
   Si 96 2.11 0.99-3.40 0.052 1.09 0.34-3.48 0.887 
  Elevati livelli LDH   No 69 1   1   
   Si 31 0.86 0.48-1.50 0.574 1.41 0.64-3.26 0.376 
   Elevati livelli  CEA   No 86 1   1   
   Si 23 0.69 0.39-1.20 0.183 0.65 0.28-1.61 0.375 
  Bassi livelli emoglobina   No 93 1   1   
   Si 18 0.70 0.38-1.29 0.250 0.63 0.26-1.65 0.371 
  Leucocitosi    No 102 1   1   
    Si 9 1.29 0.55-3.19 0.526 2.43 0.84-
17.91 
0.083 
  Elevati livelli ALP    No 82 1   1   
    Si 18 0.86 0.46-1.61 0.638 1.48 0.62-3.88 0.343 
  Ipoalbuminemia    No 89 1   1   
    Si 8 0.93 0.38-2.30 0.874 1.25 0.26-6.43 0.757 
  Köhne score    Basso 57 1   1   




Figura 4a. PFS (A1) ed OS (A2) in relazione alle varianti alleliche del polimorfismo VEGF       






Tabella 4f. Associazione tra le caratteristiche genetiche e PFS ed OS nel “gruppo bevacizumab”. 
 
Progression Free Survival Overall Survival 
Caratteristiche 
N 
(111) HR 95% CI P HR 95% CI p 
  rs699947    A/A 16 1   1   
    A/C 60 1.02 0.50-2.07 0.959 1.19 0.41-3.38 0.753 
    C/C 35 1.53 0.74-3.26 0.246 1.36 0.42-4.65 0.581 
  rs833061    C/C 22 1   1   
    C/T 60 1.82 0.98-3.55 0.056 2.49 0.98-6.16 0.056 
    T/T 29 2.65 1.49-6.62 0.003 2.47 0.91-7.76 0.074 
  rs2010963    G/G 39 1   1   
    G/C 54 1.08 0.62-1.90 0.783 1.29 0.57-2.93 0.531 
    C/C 18 1.11 0.52-2.39 0.771 1.36 0.47-4.12 0.544 
  rs3025039    T/T 2 1   1   
    C/T 31 1.38 0.35-5.38 0.642 1.60 0.27-8.47 0.645 




Figura 4b. PFS (A) ed OS (B) dei pazienti con genotipo VEGF rs833061 T/T rispetto a pazienti 





Tabella 4g. Associazione tra le caratteristiche clinico-patologiche e genetiche e la PFS ed OS nel 
“gruppo di controllo”. 
 
Progression Free Survival Overall Survival 
Caratteristiche 
N 
(107) HR 95% CI P HR 95% CI P 
  Femmine 39 1   1     Sesso 
   Maschi 68 0.97 0.65-1.45 0.893 0.83 0.51-1.30 0.397 
  Età   ≤65 anni 60 1   1   
   >65 anni 47 0.78 0.51-1.15 0.197 0.94 0.61-1.44 0.782 
  ECOG PS   0 83 1   1   
   1-2 24 1.34 0.84-2.31 0.196 2.32 1.68-6.23 0.0004 
  Precedente CT adiuvante   No 75 1   1   
   Si 32 1.13 0.74-1.75 0.562 0.77 0.49-1.22 0.268 
  Numero sedi metastasi   1 57 1   1   
   >1 50 1.10 0.75-1.62 0.632 0.88 0.57-1.34 0.542 
  Sede epatica unica   No 68 1   1   
   Si 39 0.81 0.54-1.19 0.270 0.97 0.63-1.51 0.901 
  Elevati livelli CEA   No 85 1   1   
   Si 22 1.45 0.91-2.68 0.109 1.91 1.22-4.36 0.010 
  rs833061   C/C 25 1   1   
   C/T 55 1.09 0.68-1.76 0.719 0.89 0.50-1.55 0.662 




Figura 4c. PFS ed OS rispetto alle varianti alleliche del polimorfismo VEGF rs833061 C/T nel 





Tabella 4h. Analisi multivariate nel “gruppo bevacizumab”, comprendente le covariate legate 
all’outcome con p<0.10 all’analisi univariata. 
 
Progression Free Survival (N=111) 
Caratteristiche Adjusted HR 95% CI P 
  Istologia mucinosa       No 1   
                                        Si 2.45 1.19-4.44 0.016 
  Precedente CT adiuvante      No 1   
                                           Si 1.49 0.84-2.63 0.166 
  Resezione tumore primitivo     No 1   
                                                 Si 1.59 0.51-3.71 0.383 
  rs833061   C- 1   




Overall Survival (N=111) 
Caratteristiche Adjusted HR 95% CI p 
  Tumore primitivo        Colon 1   
                                 Retto 0.40 0.15-1.60 0.245 
  Istologia mucinosa       No 1   
                                        Si 4.22 1.60-9.27 0.009 
  Leucocitosi   No 1   
                           Si 3.02 1.03-10.07 0.043 
  rs833061    C- 1   




Tabella 4i. Modello di regression di Cox, comprendente la varianti alleliche del VEGF rs833061 
C/T, il trattamento e la loro interazione. 
 
Progression Free Survival 
Caratteristiche N Adjusted HR 95% CI P 
  Trattamento   FOLFIRI 107 1   
   FOLFIRI + Beva 111 0.48 0.34-0.73 0.0008 
Bevacizumab  Group (N=111) 
  rs833061   C- 82 1   
   T/T 29 2.97 1.28-6.59 0.011 
Control Group (N=107) 
  rs833061   C- 80 1   





Caratteristiche N Adjusted HR 95% CI P 
Trattamento   FOLFIRI 107 1   
   FOLFIRI + Beva 111 0.50 0.29-0.94 0.033 
Bevacizumab  Group (N=111) 
rs833061   C- 82 1   
   T/T 29 2.60 0.89-8.36 0.081 
Control Group (N=107) 
rs833061   C- 80 1   




Appendice. Flow-chart studio CANDY 
 
 BASALE OGNI CICLO 
OGNI 8 
SETTIMAN
E fino a PD 
Consenso informato X   
Anamnesi X   
Esame obiettivo generale X  X 
Segni vitali e principali parametri fisici 
Altezza, peso corporeo, temperatura, pressione arteriosa, 
polso, PS 
X X X 
Ematologia 
Esame emocromocitometrico con formula e piastrine 
X X X 
Biochimica clinica 
Creatinina, fosfatasi alcalina, ALT, AST, GGT, LDH, 
bilirubina totale 
X  X 
Esami ematochimici completi e marcatori 
Proteine totali, albumina, glucosio, Na+, K+, Ca++, 
aPTT, INR, CEA, Ca19.9 
X  X 
Valutazione della tossicità 
Criteri NCI CTCAEv3.0 
X X X 
Valutazione della risposta 
Criteri RECIST 
X  X 
Raccolta di campioni di sangue periferico per le 
analisi genetiche* 
X   
*Per i pazienti ritenuti eleggibili che hanno già iniziato o ricevuto il trattamento la raccolta dei 




Tabella 4j.  Caratteristiche cliniche e patologiche della popolazione “studio CANDY”.  
Caratteristiche N (424) % 
  Sesso 
 
  Femmine 172 41% 
  Maschi 252 59% 
  Età   Mediana 62 
62    Range 26-82 
26-82   ECOG PS   0 357 84% 
   1 63 15% 
   2 4 1% 
  Sede tumore primitivo   Colon dx 107 25% 
   Colon sx 180 43% 
   Retto 122 29% 
   Doppio tumore 6 1% 
   NA 9 2% 
  Istologia mucinosa   No 261 62% 
   Si 52 12% 
   NA 111 26% 
  Precedente CT adiuvante   No 333 79% 
   Si 91 21% 
  Presentazione metastasi   Metacrone 113 27% 
   Sincrone 311 73% 
  N. sedi metastasi   1 194 46% 
   >1 230 54% 
  Sede epatica unica   No 288 68% 
   Si 136 32% 
  Resezione tumore primitivo   No 104 25% 
   Si 320 75% 
  Elevati livelli LDH   No 188 44.5% 
   Si 188 44.5% 
   NA 48 11% 
   CEA ≥ 100 ng/mL   No 301 71% 
   Si 107 25% 
   NA 16 4% 
  Emoglobina ≤ 11 g/dL   No 350 83% 
   Si 74 17% 
  Leucocitosi    No 357 84% 
    Si 67 16% 
  Elevati livelli ALP    No 333 78% 
    Si 58 14% 
    NA 33 8% 
  Ipoalbuminemia    No 317 75% 
    Si 47 11% 
    NA 60 14% 
  Köhne score    Basso 194 46% 
    Medio 180 43% 
    Alto 35 8% 
    NA 15 3% 
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Figura 4d. PFS ed OS rispetto alle varianti alleliche del polimorfismo VEGF rs833061 C/T nella 








Figura 4e. PFS ed OS dei pazienti con genotipo VEGF rs833061 T/T rispetto a pazienti con 








































Figura 4g. PFS ed OS rispetto alle varianti alleliche del polimorfismo VEGFR-2 rs12505758 C/T 
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